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ABSTRAKT 
    Diplomová práce, Stanovení kaseinů kapilární elektroforézou, se zabývá vypracováním analytické 
metody pro stanovení kaseinů v kravském mléce. Jako separační metoda byla pouţívána kapilární 
elektroforéza (CE). Vyvinutý postup byl optimalizován a ověřen na standarech kaseinů a poté na 
reálných vzorcích.           
    Teoretická část diplomové práce podává informace o sloţení kravského mléka, kaseinech, jejich 
vyuţití v potravinářských i nepotravinářských technologiích. Jsou zde popsány některé nutriční 
faktory, jejichţ aplikace ve výţivě skotu ovlivňuje skladbu mléka.. Dále je zde uveden popis a princip 
kapilární elektroforézy a přehled metod CE pro stanovení kaseinů.    
    Experimentální část uvádí postup izolace kaseinů z mléčné matrice, pouţitý separační systém a 
stanovení kaseinů v lyofilizovaných vzorcích mléka. Separace probíhaly ve dvou křemenných 
nepokrytých kapilárách. Obě kapiláry měly stejný vnitřní průměr a to 50 μm. První pouţívaná kapilára 
byla celkové délky 96 cm (efektivní délka 71 cm) a druhá pouţitá kapilára dosahovala celkové délky 
125 cm (efektivmé délka 100 cm). Jako základní elektrolyt byl pouţit 10 mM fosfátový pufr o pH 2,5. 
    Tato diplomová práce vznikla na základě spolupráce mezi Ústavem chemie potravin a 
biotechnologií Fakulty chemické, Vysokého učení technického v Brně a Výzkumným ústavem 
pro chov skotu, s.r.o., Oddělení fyziologie výţivy zvířat, v Pohořelicích. 
 
ABSTRACT 
The diploma thesis, Determination of the caseins by the capillary electrophoresis, is dealing with a 
creating of the analytical method for a determination of the caseins in cow‘s milk. The capillary 
electrophoresis was used as a separative method. The developed procedure was optimalized and 
verified on standards of the caseins and the real samples. 
The theoretical part gives an information about the compound of cow's milk, caseins, their usage in 
the food industry and the non-food technologies. There are mentioned some further nutritional factors, 
whose application in the cattle nutrition can affect the milk composition.  
The experimental part describes the procedure of the caseins isolation from milk, the used 
separative system and the determination of the caseins in the lyophilisated samples of milk. The 
separation was performed in two untreated fused-silica capillaries. Both of them had the same internal 
diameter: 50 μm. The total length of the first capillary was 96 cm (71 cm of effective length) and of 
the second used capillary 125 cm (effective length 100 cm) The phosphate buffer (10 mM, pH 2,5) 
served as a basic electrolyte. 
The diploma thesis has arisen on the basis of the cooperation of the Institute of Food Science and 
Biotechnology, the Faculty of Chemistry, Brno University of Technology and the  Research Institute 
for Cattle Breeding, Ltd., Department of Animal Nutrition Physiology in Pohořelice. 
KLÍČOVÁ SLOVA 
sloţení kravského mléka, výţiva dojnic, stanovení mléčných kaseinů, kapilární zónová elektroforéza 
 
KEYWORDS 
bovine milk composition, dairy cow nutrition, milk casein determination, capillary zone 
electrophoresis 
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1 ÚVOD 
Mléko vţdy bylo první a základní potravinou pro mláďata. Kdyţ mláďata odrostou, končí 
i tvorba mléka u matky. Podobně je tomu i u člověka. Pouze u některých domácích zvířat 
vyšlechtěných člověkem laktace neustává a člověk takto získaného mléka vyuţívá jednak k 
pití a jednak k výrobě různých mléčných výrobků, např. másla, tvarohu, sýrů, jogurtu, atd. 
Nositelem nutriční hodnoty mléka je sušina, v níţ jsou obsaţeny emulgované tuky, 
koloidní roztoky bílkovin, mléčný cukr, organické kyseliny, nebílkovinné dusíkaté látky, 
popeloviny a nejrůznější biologicky účinné látky, jako jsou vitamíny, enzymy a ochranné 
látky. 
Za nejdůleţitější sloţku jsou pokládány mléčné bílkoviny, které jsou tvořeny 18 
esenciálními aminokyselinami potřebnými pro lidské tělo. Průměrný obsah bílkovin v 
kravském mléce je 3,3 %, z toho je přibliţně 80 % tvořeno kaseiny. Po biologické stránce je 
to velmi hodnotná bílkovina, která ve výţivě významně doplňuje neúplné rostlinné proteiny.  
Od 60. let 20. století se kasein začal díky svým jedinečným funkčním vlastnostem uţívat 
jako přísada do potravin. Přispívá hlavně k nutriční hodnotě a fyzikálnímu charakteru mnoha 
výrobků, zlepšuje jejich strukturu, našlehanost, hustotu i chuť. Dnes se aplikuje například do 
sýrových náhraţek, instantních polévek, do šlehaných výrobků nebo také k fortifikaci mouky 
a cereálií. Z kaseinu se dále vyrábí kaseináty, koprecipitáty nebo bílkovinné koncentráty, 
které mají v potravinářském průmyslu také své místo jako přísady. 
Sloţení mléka závisí, kromě genetických faktorů, na kvalitě vnějšího prostředí, ve kterém 
rozhodující roli sehrává výţiva, dále na věku samice, jejím zdravotním stavu, fázi laktace a 
způsobu získávání mléka.  
Nejrychlejší způsob jak docílit ţádoucích změn však představuje výţiva dojnic. Příjmem 
energeticky bohatých krmiv s dostatečným obsahem kvalitních bílkovin, popřípadě 
doplňováním limitujících aminokyselin ke krmným dávkám, lze pozitivně ovlivnit jak 
výtěţek, tak i sloţení kaseinů. Tyto změny se pak odráţejí ve zpracovatelnosti mléka a mají 
přímý dopad na výtěţek sýru i jeho vlastnosti. Z tohoto důvodu jde o přitaţlivou oblast 
výzkumu. 
12 
 
2 TEORETICKÁ ČÁST 
 
2.1 Kravské mléko a jeho sloţení 
Češi patří ve srovnání s obyvateli ostatních zemí se svou průměrnou spotřebou 51,5 litrů 
mléka na hlavu/rok mezi průměrné konzumenty mléka. Nejvýše na světovém ţebříčku 
mléčných pijanů se drţí Finsko se 136,7 litry, Irsko se 136,2 litry a Velká Británie se 104,7 
litry. Pro zajímavost naši sousedé Maďaři vypijí ročně asi 75 litrů zatímco Poláci jen 37 litrů. 
Slováci vypijí za rok přibliţně o čtyři litry mléka více neţ Češi. [1] 
Mléko obsahuje sloţky, jako bílkoviny, tuky, sacharidy, vitamíny a minerální látky. 
Velkým argumentem pro pití mléka je právě obsah minerálů. Jde hlavně o vápník, draslík, 
sodík, hořčík a fosfor. Je rovněţ zdrojem stopových prvků, obsahuje zinek, měď a selen, které 
jsou důleţité pro různé metabolické funkce a obranyschopnost organismu. Tento pozitivní 
účinek, tj. stimulaci imunitního systému, způsobuje také laktoferin a lysozym, který navíc 
působí na optimalizaci tzv. kostního zrání, tj. uzavírání kostních štěrbin v pubertálním období. 
Mléko je rovněţ zdrojem jódu, který je důleţitý pro vývoj orgánů centrální nervové soustavy 
uţ v době vývoje plodu v matčině těle. Jeho přítomnost je však podmínkou pro rozvoj 
základních funkcí centrálního nervového systému i později. [1] 
 
 
2.1.1 Jednotlivé sloţky mléka 
 
2.1.1.1 Voda 
Voda jako přirozená nejvíce zastoupená sloţka mléka je přítomna jako volná a nebo 
vázaná. Nejvyšší podíl je vody volné a lze ji z mléka odpařit nebo vymrazit. Vázanou vodu 
dále můţeme rozdělit na koloidní a substituční vodu. Koloidní voda je vázaná na bílkoviny, 
tvoří ochranný hydratační povrch obalů koloidních částic a zajišťuje tak stabilitu bílkovin v 
mléce. Voda substituční je přímo v molekulách laktózy a solí. Pokud dojde k porušení mléka 
vodou, pak ji definujeme jako vodu cizí. [2] 
 
2.1.1.2 Sušina 
Sušinu mléka tvoří především lipidy, dusíkaté látky, laktóza a minerální látky. 
 
 
Lipidy mléka 
V syrovém mléce je mléčný tuk obsaţen v tukových kapénkách; mluvíme o disperzi 
mléčného tuku v mléčné plazmě nebo o emulzi mléčného tuku v odstředěném mléce. [3] 
Tukové kapénky dosahují velikosti 0,1 aţ 12 μm, přičemţ kapénky o velikosti kolem 2– 6 μm 
tvoří 90 % celkového počtu. V 1 ml mléka jsou asi 3 mld. tukových kapének. Při 
homogenizaci se zvyšuje počet tukových kapének pod 1 μm (0,1 - 0,7 μm), coţ vede k 
zabránění vyvstávání mléčného tuku v konzumním mléce. Tukové kapénky jsou chráněny 
dvojvrstvou obsahující velké mnoţství fosfolipidů. Lipofilní (nepolární) vrstva orientovaná 
dovnitř tukové kapénky obsahuje triacylglyceroly, cholesterol, karoteny a lipofilní vitamíny. 
Hydrofilní (polární) vrstva orientovaná k vodní fázi mléka nese bílkovinné sloţky. 
Fosfolipidové vrstvy zabraňují vzájemnému splynutí tukových kapének. [3,4] 
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Obr. 1: Tuková kapénka [3] 
 
Mléčný tuk je sloţen z 97 - 99 % triacylglyceroly, z 1 – 3 % ostatních látek rozpustných v 
tucích (lipofilní vitamíny, aj.), 0,1 – 0,4 % tvoří volné mastné kyseliny. [3]  
 
Mastné kyseliny 
Většina mastných kyselin (MK) je ve formě vázané. Volné MK přispívají k typické chuti 
mléčného tuku a mléka, přičemţ větší mnoţství způsobuje nepříjemnou chuť (máslová, 
kovová, ţluklá). Syntetizují se v mléčné ţláze dojnice, prekursory jsou kyseliny octová, 
máselná a propionová, které vznikají při bachorovém kvašení z cukerných sloţek krmiva. MK 
se také syntetizují z tuků krmiva přes krevní lipidy. [3] 
Přítomnost MK má význam jak zdravotní tak technologický. Zdravotní význam spočívá v 
tom, ţe nenasycené MK zvyšují biologickou hodnotu mléčného tuku. Čím více je 
polynenasycených MK (v cis formách), tím je vyšší biologická hodnota mléka. Trans isomery 
nenasycených MK, vznikající při hydrogenaci v bachoru, se chovají jako nasycené MK, tj. 
neplní fyziologickou funkci esenciálních MK, jsou tedy neţádoucí. Další funkci má při 
regulaci cholesterolu v krvi kyselina linolová (C18:2), α a γ linolenová (C18:3), arachidonová 
(C20:4) v cis konfiguracích. [4,5] 
Technologický význam MK spočívá ve chránění před oxidací neboli ţluknutím, jelikoţ 
dvojná vazba se mění na jednoduchou (─CH ═ CH─  ─>  ─CH2 — CH2─). MK olejová 
(C18:1), palmitová (C16) a stearová (C18) ovlivňují vlastnosti mléčných výrobků. Více olejové 
MK způsobuje, ţe je mléčný tuk měkký, šlehačka se hůře šlehá, máslo roztíratelné. Při vetším 
obsahu kyseliny stearové a palmitové se šlehačka dobře šlehá, máslo je tuhé. Kyseliny 
máselná, kapronová a kaprilová v malých mnoţstvích dodávají máslu typické aroma. [3,4] 
 
Estery glycerolu 
Na molekulu glycerolu jsou navázány mastné kyseliny. Dle počtu navázaných MK je 
dělíme na monoacylglyceroly (navázána 1 MK), diacylglyceroly (navázány 2 MK), 
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triacylglyceroly (navázány 3 MK), které jsou nečastější. Dle jednotlivých navázaných MK je 
dělíme na jednoduché (navázány 3 stejné MK) a smíšené (navázány 2 – 3 různé MK). [3] 
 
Fosfolipidy 
Fosfolipidy patří do skupiny heterolipidů, jelikoţ kromě MK a alkoholů obsahují další 
sloţky, v případě fosfolipidů je to kyselina fosforečná. Vyskytují se na povrchu tukových 
kapének. Ve fosfolipidech mají největší podíl nenasycené MK olejová, z nasycených MK 
vázaných ve fosfolipidech jsou to kyseliny myristová (C14), palmitová a stearová. Při 
stloukání smetany na máslo se poruší membrána, získáme tuk z vnitřní části tukových kuliček 
(triacylglyceroly), obaly z fosfolipidů přecházejí do podmáslí. Jejich význam spočívá v 
udílení charakteristické vůne a chuťi podmáslí. [3,6] 
 
Cholesterol 
Patří do skupiny steroidů. 1 l plnotučného mléka obsahuje 13 mg cholesterolu. 
Doporučená denní dávka činí 300 mg. Cholesterol je také prekursor vit. D3, prekursor pro 
syntézu ţlučových kyselin a tvorbu steroidních hormonů. Ale vysoký příjem zvyšuje riziko 
aterosklerózy. [4] 
 
Karotenoidy 
Jsou to lipofilní pigmenty patřící do skupiny tetraterpenů (karoteny a xantophyly), někdy 
se označují jako retinoidy, protoţe vykazují aktivitu vitamínu A. Největší má β karoten, je to 
také provitamín vitamínu A a způsobuje ţluté zabarvení tuku. U kozího mléka je absence β 
karotenu, je tudíţ bílé. [3,4] 
 
Dále jsou v mléčném tuku obsaţeny vitamíny A, D, E, K. [5] 
 
Dusíkaté látky mléka 
Z 95 % je tvoří dusíkaté látky bílkovinného charakteru, z 5 % nebílkovinného charakteru. 
Dusíkaté látky bílkovinné jsou z nutričního a technologického hlediska nejvýznamnější 
sloţkou mléka, jelikoţ obsahují esenciální MK a mají vliv na siřitelnost. Jsou syntetizovány v 
sekrečních buňkách mléčné ţlázy z volných aminokyselin, které do mléčné ţlázy přicházejí 
krví, prekursorem je v bachoru se vytvářející kyselina propionová. [5,6] 
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Kaseiny 
Kaseiny neboli mléčné proteiny jsou soubory sloţitých bílkovin obsahujících 169 aţ 209 
AK a esterově vázaný fosfor. V mléce je vázán v komplexu fosforečnanu vápenatého. [5,6] 
Více o kaseinech viz kapitola 2.2.1 Charakterizace kaseinů a jejich vyuţití 
 
Syrovátkové bílkoviny 
 Jsou to bílkoviny, které zůstávají v mléce po vysráţení kaseinu přídavkem syřidla nebo 
kyseliny. Na rozdíl od kaseinu, který snáší var, jsou citlivé k záhřevu a jiţ při 70 °C se sráţí. 
[5] 
 Dělí se na α-laktalbumin, β-laktglobulin a imunoglobuliny. β-laktglobulin je syntetizován 
v mléčné ţláze, obsahuje hodně sirných amikokyselin, neobsahuje hydroxyprolin a způsobuje 
tzv. „vařivou― příchuť mléka. Imunoglobuliny jsou chemicky glykoproteiny pocházející z 
krevního séra, nejvyšší obsah je v mlezivu. Mají význam pro získání imunity, patří rovněţ 
mezi antibakteriální látky mléka, zabezpečují obranu proti mikroorganismům a toxinům, 
váţou antigen, neutralizují toxiny a zvyšují fagocytózu mikroorganismů. [5,6] 
Mezi dusíkaté látky nebílkovinné řadíme močovinu, amoniak, kyselinu močovou, 
orotovou, hippurovou, kreatin a kreatinin. Močovina je přirozenou součástí mléka, přechází z 
krve do mléka a vlivem nadměrného zkrmování dusíkatých látek a nedostatku energie v 
krmné dávce stoupá jejich obsah v mléce. Podle stanoveného mnoţství močoviny v mléce se 
hodnotí správnost sestavení krmné dávky dojnic. Močovina také inhibuje rozvoj bakterií 
mléčného kvašení. [6,7] 
 
Sacharidy mléka 
98 % sacharidů mléka tvoří laktóza, zbytek glukóza a galaktóza, aminosacharidy, estery 
sacharidů a oligosacharidy. [5] 
Laktóza patří mezi galaktooligosacharidy, a protoţe se vyskytuje pouze v mléce savců, 
říká se jí mléčný cukr. Strukturně se jedná o disacharid z glukózy a galaktózy vyskytující se 
ve dvou modifikacích – α a β. Vzniká v alveolách mléčné ţlázy za účasti krevní glukózy a 
kyseliny citrónové. [5] 
Mezi monosacharidy nacházející se v mléce patří D - glukóza, vyskytující se také v 
modifikacích α a β, D – galaktóza, jenţ je jen v mléčném cukru. Minosacharidy D - 
glukosamin a D - galaktosamin se vyskytují v glykoproteinech mléka nebo jsou součástí 
dalších oligosacharidů. Fosforečné estery glukózo-1-fosfát (Coriho ester) a glukózo-6-fosfát 
(Robisonův ester) jsou klíčové meziprodukty metabolismu sacharidů v organismu. [5,7] 
 
Minerální látky mléka 
Minerální látky jsou přenášeny do mléka z krve, nejedná se však o pouhý přenos, neboť 
obsahy jednotlivých prvků se liší. V krevní plazmě je nejvíce sodíku, zatímco v mléce 
převládají vápník, draslík a kyselina fosforečná. [5] 
Podle jejich obsahu je dělíme na majoritní, minoritní a stopové prvky. Z majoritních 
prvků, vyskytujících se ve stovkách aţ tisících mg.kg – 1, se mléce se nachází vápník, fosfor, 
draslík, sodík, chlor, hořčík a síra. Minoritní prvky jsou zastoupeny ţelezem a zinkem. 
Stopové prvky bór, kobalt, křemík, měď, mangan, molybden, bróm, hliník a jód se nacházejí 
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v mléku ve velmi nízkých koncentracích a to v desítkách mg.kg- 1 , popř. v jednotkách μg.kg- 
1
[4,5] 
 
Vápník 
Mléko je povaţováno za nejdůleţitější zdroj vápníku. Pokrývá asi 60 % potřeby 
organismu a svým sloţením, přítomností fosforu, vitaminu D a laktózy přispívá k jeho 
maximálnímu vyuţití. Vápník je obsaţen v různých druzích potravin, např. v máku, 
sardinkách, ţloutku a dalších. Nejlépe vstřebatelný je však z mléka a mléčných výrobků. [8,9] 
Kravské mléko obsahuje průměrně 1,20 – 1,37 g vápníku na 1 l, a to jednak v koloidní 
formě jako kaseinát vápenatý a fosforečnan vápenatý a jednak v rozpustné formě solí a iontů, 
zejména citrátů a fosfogenfosforečnanů. 8,9]  
Celkový obsah vápníku zdravých dojnic kolísá jen málo. Při nedostatku vápníku v krmivu 
se u jednotlivých dojnic můţe jeho obsah sníţit. Při negativní bilanci se jeho obsah vyrovnává 
uvolněním vápníku z kostí dojnic. Zvýšený obsah vápníku v půdě a v krmivu nemá za 
následek úměrné zvýšení vápníku v mléce. [10] 
Vápník je významnou sloţkou mléka jak z hlediska nutričního, tak i technologického. V 
lidském organismu má nezastupitelný význam. Nejvíce je obsaţen v kostech a zubech. 
Stabilizuje pevné tkáně, podílí se na sráţlivosti krve, přenosu vzruchu na nervosvalové 
ploténce a převodním systému srdce a dalších funkcích. Z technologického hlediska je obsah 
vápníku v mléce jedním z rozhodujících faktorů ovlivňujících schopnost sráţení mléka 
syřidlovými enzymy. [11] 
 
2.1.1.3 Vitamíny 
Vitamíny rozpustné ve vodě (hydrofilní) jsou poměrně stabilní, málo ovlivněné 
intravitálními faktory, neukládají se do zásoby. Syntetizují se převáţně v zaţívacím traktu v 
bachoru bachorovou mikroflórou. Jako kofaktory různých enzymů se účastní metabolismu 
nukleových kyselin, bílkovin, sacharidů, tuků a dalších látek. Mezi vitamíny rozpustné ve 
vodě nacházející se v mléce patří vitamín B1, vitamín B2, vitamín B6, kyselina pantothenová, 
vitamín B12, niacin, folacin, vitamín C, biotin. [5,6] 
Druhou skupinou jsou vitamíny rozpustné v tucích (lipofilní). Jejich obsah je variabilní a 
ovlivněn intravitálními vlivy, v organismu se ukládají v játrech. Jejich význam spočívá v 
biochemických procesech, působí jako antioxidanty. V mléce se nachází vitamín A, D, E, K. 
[5,6] 
Mezi další bioaktivní látky v mléce patří kyselina orotová, kyselina aminobenzoová, 
cholin, myoinositol, ubichinony, esenciální mastné kyseliny. [5,7] 
 
2.1.1.4 Enzymy 
V mléce se jako nativní enzymy nacházeji hydrolázy a oxidoreduktázy. Hydrolázy štěpí za 
přítomnosti vody molekuly sloţitých látek. Řadíme sem lipázy, fosfatázy, amylázy, 
proteinázy a lyzozym. [6,7] 
Lipázy jsou vázány většinou na kasein, hydrolyzují triacylglyceroly a uvolňují MK a 
glycerol. Ničí se při 70 °C za několik sekund. Za určitých podmínek vyvolávají lipolýzu 
mléčného tuku, kdy vzniká ţluklá, lojovitá příchut mléka a mléčných výrobků při skladování. 
[6,7] 
 17 
 
Fosfatázy rodělujeme na alkalické a kyselé. Hydrolyzují estery kyseliny fosforečné, citlivé 
na teplotu. Při vyšším záhřevu se ničí, coţ je podstatou fosfatázové zkoušky na důkaz správně 
provedené pasterace mléka. Alkalická fosfatáza obsahuje zinek a je vázaná na tuk, kyselá 
fosfatáza je vázaná převáţně v mléčném séru, její aktivita se zvyšuje při zánětech mléčné 
ţlázy. [6,7] 
Amylázy hydrolyzují škrob a glykogen. Ničí se při 65 °C za 30 minut a toho se vyuţívá 
jako důkaz dlouhodobé pasterizace. [7] 
Proteinázy se uplatňují se při rozkladu bílkovin. Jsou vázány na kasein, ničí se při jeho 
zahřátí na 80 °C během 10ti minut. Při delším skladování mohou vyvolat hořkou chuť mléka, 
významné jsou také aditivní proteinázy syřidel v procesu zrání při výrobě sýrů. [7] 
Lysozym je obzvláště významný pro mláďata. V přítomnosti lysozymu se kasein 
působením chymosinu nebo pepsinu ze ţaludečních šťav nesráţí v tuhou sraţeninu, ale v 
jemné vločky, které jsou lépe stravitelné. Patří mezi antibakteriální faktory mléka, jelikoţ má 
baktericidní účinky. Hydrolyzuje mukopolysacharidy a mukopeptidy buňkových stěn bakterií 
a působí baktericidně na enterokokovou mikroflóru ve střevě. Z buněčných stěn pak uvolňuje 
aminocukry, které jsou růstovým faktorem pro Lactobacillus bifidus. [5,7] 
Mezi oxidoreduktázy nacházející se v mléce patří laktoperoxidáza, xantinoxidáza, 
kataláza. Laktoperoxidáza je první v mléce objevený enzym. Obsahuje ve své molekule 
ţelezo a katalyzuje oxidaci nebarevných sloučenin na barevné, čehoţ se vyuţívá jako důkaz 
vysoké pasterace (v syrovém mléce se přidaná sloučenina zabarví). Katalyzuje rozklad 
peroxidu vodíku za přítomnosti thiokyanátů aţ na atomární kyslík, který má baktericidní 
účinky. [5,7] 
Xantinoxidáza je totoţná s enzymem aldehydreduktázou, označovanou jako 
Schardingerův enzym. Vyskytuje se na povrchu tukových kuliček a obsahuje molybden. 
Katalyzuje oxidaci xanthinu na hypoxanthin a dále na kyselinu močovou. [5,7] 
Kataláza katalyzuje rozklad peroxidu vodíku na molekulární kyslík. Je přítomna v 
leukocytech, proto zvýšený obsah znamená sekreční poruchy mléčné ţlázy. [5,7] 
Lipázy, proteinázy a laktáza se řadí do mikrobiálních enzymů mléka. Lipázy a proteinázy 
nacházejí vyuţití v procesu zrání při výrobě sýrů. Některé lipázy však mohou způsobit 
ţluklou chuť výrobků. Laktáza štěpí laktózu na glukózu a galaktózu, coţ má význam při 
fermentaci mléčného cukru. [5,6,7] 
 
2.1.1.5 Hormony 
Jsou to endogenní biokatalyzátory produkované ţlázami s vnitřní sekrecí, které se do 
mléka dostávají krevní cestou, stanovují se radioimunologicky. Progesteron, hormon ze 
skupiny estrogenů produkovaný ţlutým tělískem na vaječníku, placentou a kůrou nadledvin, 
se vyuţívá ke sníţení nákladů v oblasti reprodukce skotu. Vcelku rychlé stanovení 
progesteronu v mléce umoţňuje potvrzení říje, jelikoţ během říje progesteron v mléce není. 
Dále se vyuţívá ke včasnému určení březosti, kdy je zvýšená hladina progesteronu nebo 
detekci folikulárních cyst na vaječníku. [5,6,7] 
Prolaktin je hormon ze skupiny produkovaný předním lalokem hypofýzy. Nejvyšší 
koncentrace dosahuje po otelení a v letních měsících. Oxytocin je hormon ze skupiny 
gestagenů produkovaný zadním lalokem hypofýzy. Má význam při spouštění mléka při 
dojení. [5,6,7] 
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2.1.1.6 Organické kyseliny 
V mléce se nacházejí kyselina citronová, neuraminová, nukleové kyseliny, kyselina 
orotová aj. Kyselina citronová je součástí pufrovacího systému, který ovlivňuje titrační 
kyselost mléka. Vytváří komplexní sloučeniny s Ca a Mg, jejichţ prostřednictvím stabilizuje 
bílkoviny mléka proti sráţlivosti při zahřívání a mrznutí. Je důleţitá pro růst kulturní 
mikroflóry v mléce, je substrátem pro tvorbu aromatických látek v sýrech a zakysaných 
mléčných výrobcích. [5,7] 
 
2.1.1.7 Antibakteriální faktory  
Mezi specifické protilátky patří imunoglobuliny, lymfocyty, mikrofágy. Mezi 
nespecifické protilátky laktoperoxidáza, lysozym, laktoferrin. Zařazuje se sem také 
xantinoxidáza, β - lyzin, α-laktalbumin, konglutinin, oligosacharidy, glykopeptidy apod. 
Antibakteriálně se mohou v mléce projevit i desinfekční a konzervační prostředky a léčiva, 
které se při nedodrţení technologické kázně v prvovýrobě mléka dostávají do mléka a 
způsobují inhibici růstu mikroorganismů pouţívaných v technologii. [5,7] 
 
2.1.1.8 Plyny a somatické buňky v mléce 
Čerstvě nadojené mléko obsahuje asi 8 % objemových plynů, z nichţ nejvíce připadá na 
CO2 (6,5 %), po nadojení se obsah CO2 sniţuje, zatímco vzdušné plyny N2 a O2 svůj obsah 
zvyšují. Obsah O2 ovlivňuje hodnotu oxidačně-redukčního potenciálu, působí negativně na 
jakost tuku a vitamínů, jelikoţ dochází oxidaci tuků a kyseliny askorbové. Mléko také snadno 
absorbuje těkavé látky, pocházející z krmiva. [5,6] 
Počet somatických buněk je ukazatelem hygienické kvality mléka a zdravotního stavu 
vemene. [6] 
 
 
2.2 Proteiny kravského mléka 
Mléčné proteiny jsou z nutričního hlediska nejdůleţitější sloţkou mléka. Patří k 
plnohodnotným bílkovinám s obsahem nenahraditelných esenciálních aminokyselin. Jejich 
mnoţství současně ovlivňuje zásadní technologické vlastnosti mléka jako je kvasnost a 
sýřitelnost. [12] 
Kravské mléko obsahuje minimálně 20 proteinů. Rozdělují se do dvou frakcí, kaseinové a 
syrovátkové. Kaseiny se isoelektricky vysráţí z roztoku při pH 4,6 a teplotě přibliţně 30 °C, 
tvoří okolo 80 % proteinů kravského mléka. Syrovátkové proteiny za výše uvedených 
podmínek zůstávají rozpustné. [13,14,15] 
Percentuální zastoupení jednotlivých proteinů a celková koncentrace jsou uvedeny v 
následující tabulce. 
 
Tabulka 1: Percentuání zastoupení a koncentrace proteinů v kravském mléce [14] 
Protein 
Zastoupení v mléku 
[%] 
Celková koncentrace v 
mléku 
[mg/ml] 
Kaseinová frakce ~80 30 
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α-kasein (αS - CN) 45-55 15 
κ-kasein (κ - CN) 8-15 10 
β-kasein (β - CN ) 25-35 3,5 
γ-kasein (γ - CN) 3-7 1,2 
Syrovátková frakce ~20 6-7 
α-laktoalbumin 2-5 1,2 
β-laktoglobulin 7-12 3,2 
Sérový albumin (BSA) 0,7-1,3 0,4 
Laktoferin 0,2-0,8 0,2 
 
 
2.2.1 Charakterizace kaseinů a jejich vyuţití 
Kaseiny jsou relativně malé proteiny s molekulovou hmotností 20 – 25 kDa, která přispívá 
ke stabilitě. Primární strukturu tvoří sekvence AMK s nestejnoměrným rozloţením polárních 
a nepolárních zbytků. Tvoří se hydrofobní a hydrofilní oblasti a ty kaseinům dodávají silně 
amfipatickou strukturu, která z nich činí povrchově aktivní látky. Obsahují velké mnoţství 
prolinu, který brání tvorbě struktur jako α-helix nebo β-list. Zejména β-CN, který má v 
molekule 35 prolinových zbytků. [14,15,16] 
Kaseiny jsou poměrně hydrofobní, kvůli nedostatku sekundární a terciární struktury 
vykazují vysokou povrchovou hydrofobicitu. Díky své otevřené struktuře podléhají lehce 
proteolýze, coţ je důleţité pro stravitelnost a zrání sýra. Jsou vysoce stabilní vůči teplu a 
dalším denaturačním činidlům. [14,15,16] 
Kaseiny kravského mléka vykazují jistou variabilitu, která se označuje jako tzv. 
mikroheterogennost. Můţe vznikat z několika důvodů, jakými jsou rozdíly ve stupni 
fosforylace, stupeň glykosylace v případě κ-CN, genetický polymorfismus, vazba 
disulfidickými můstky, působení mléčných proteas. [14,15] 
 
2.2.1.1 Klasifikace kaseinových frakcí 
Kravské mléko obsahuje 4 kaseinové frakce označovamé jako αS1-, αS2-, β- a κ-kasein. 
Liší se primární strukturou a stupněm fosforylace. [12] 
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AlfaS-kasein 
Alfa kasein, hlavní sloţka kaseinové frakce, se vyskytuje v kravském mléce ve dvou 
formách: αS1-kasein a αS2-kasein. Sráţí se roztokem CaCl2 při teplotě vyšší neţ 20°C a 
obsahuje nejvíce fosforu. [12,17] 
Primární struktura αS1-kaseinu je tvořena 199 aminokyseliny a jeho molekulová hmotnost 
činí 23,614 kDa. V přítomnosti Ca2+ iontů tvoří nerozpustnou sůl. Doposud bylo rozpoznáno 
8 genetických variant, označovaných A, B, C, D, E, F, G, H. V mléce skotu se vyskytuje 
převáţně B varianta. [12,17,14] 
αS2-kasein je sloţen z 207 aminokyselin s molekulovou hmotností 25,230 kDa. Ve 
srovnání s αS1-CN není tato frakce tak citlivá k přítomnosti Ca
2+
 iontů a sráţí se méně. 
Rozlišují se 4 genetické varianty označované A, B, C, D. [12,19] 
 
Beta-kasein  
Primární struktura β–kaseinu obsahuje 209 aminokyselin, molekulová hmotnost je 23,983 
kDa. Sráţí se Ca2+ ionty, přičemţ poskytuje rozpustnou sůl při teplotách niţších jak 1°C, při 
vyšších teplotách se tvoří sůl nerozpustná. Působením proteolytických enzymů dochází k 
degradaci na γ-kaseiny Je známo 9 polymorfních variant označovaných A1, A2, A3, B, C, D, 
E, F, G. [12,14,17] 
 
Kappa-kasein  
κ-kasein je glykoprotein tvořený jednou hlavní (bezcukernou) částí, tvořenou 169 AMK s 
molekulovou hmotností 19,007 kDa, a šesti menšími sloţkami. Jedná se o směs polymerů 
spojených disulfidickými můstky. S Ca2+ ionty tvoří rozpustné soli, které stabilizují αS1- a 
β-kasein v mléce v přítomnosti vápenatých iontů. Je popsáno 7 polymorfních genetických 
variant označovaných A, B, C, E, FS, FI, GS. [12,14,17] 
 
2.2.1.2 Kaseinové micely 
Aţ 95 % kaseinu v mléce je agregováno do koloidních částic zvaných micely. Ty jsou 
přibliţně z 94 % sloţeny z bílkovin a zbývajících 6 % je tzv. koloidní kalcium fosfát (CCP), 
který je tvořen ionty vápníku, hořčíku, fosfáty a citráty. Micela je také vysoce hydratována, 
váţe 2 - 2,5 g vody na 1 g bílkoviny. [12,15,16] 
αS1-, αS2-, β- kasein jsou sráţeny při koncentraci vápníku vyšší neţ 6 mM. Jelikoţ mléko 
skotu obsahuje přibliţně 30 mM Ca, dalo by se předpokládat, ţe většina těchto kaseinů bude z 
mléka vysráţena. Nicméně κ-kasein, který není vůči vápníku citlivý, je schopen ostatní 
kaseiny ochránit proti precipitaci a stabilizovat je právě tvorbou kaseinové micely. [15,16] 
Micely jsou uspořádány do sférických částic s mnoha dutinkami a kanálky vyplněnými 
vodnou fází. Elektronová mikroskopie ukázala, ţe jde o kulovité částice s průměrem v 
rozmezí 50 – 600 nm, nejčastěji 120 nm. Průměrná hmotnost částic je 108 Da, to znamená, ţe 
průměrná micela obsahuje okolo 5000 molekul kaseinů (20 – 25 kDa). V 1 ml mléka je asi 
10
15
 micel s celkovým povrchem 5.104 cm2. Právě velká povrchová plocha micel je 
významnou funkční vlastností mléčných proteinů. [12,14,16] 
Micely mají schopnost rozptylovat světlo, coţ je hlavní příčina bílé barvy mléka. [14,15] 
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Obr. 2: Submicelární model kaseinové micely [18] 
 
2.2.1.3 Pouţití kaseinu a kaseinových produktů 
Díky struktuře a funkčním vlastnostem našel kasein vyuţití v mnoha potravinářských i 
nepotravinářských výrobcích. Uţívá se v mnoha odvětvích průmyslu. 
 
Vyuţití v potravinářství 
Kasein se obvykle přidává do potravin jako přísada, která pozměňuje fyzikální vlastnosti 
nebo zvyšuje výţivovou hodnotu daného produktu. [15] 
 
 
Tabulka 2: Přehled užití kaseinů v potravinářských výrobcích [15] 
 
Funkce Vyuţití 
Stabilizátor, podpora šlehatelnosti, tvorba pěny Čokoládové, šumivé a ovocné nápoje 
Emulgátor Krémové likéry, vinné aperitivy 
Odstranění drobných nečistot, číření, zjemnění 
barvy a trpkosti 
Víno, pivo 
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Pokračování 
Funkce Vyuţití 
Nutriční, senzorická, emulgátor, 
konzistence, textura, objem a výtěţek těsta 
Chléb, sušenky, snídaňové cereálie, dortové 
směsi, pečivo, mraţené moučníky a pečivo, 
polevy na pečivo 
Vázání vody a tuku, vylepšení textury, 
tavicí vlastnosti, vláknitost, moţnost 
strouhání 
Imitace sýrů = alternativní sýry (z kaseinů/ 
kaseinátů, rostlinného tuku, soli a vody) 
Emulgátor, bělidlo, zlepšení hustoty a 
textury, senzorické vlastnosti 
Smetana do kávy (kaseinát sodný, zeleninový 
tuk, cukr, stabilizátory, emulgátory) 
Ztuţení, zmírnění synereze Šlehané výrobky (např. jogurty) 
Nutriční, emulgační, pěnotvorná funkce 
Mléčné nápoje, koktejly, náhraţky mléka, 
obohacená mléka 
Bělidlo, mléčná chuť, zlepšení chuti, 
emulgátor, stabilizátor, regulátor viskozity, 
stabilita při zmrazování/rozmrazování, 
náhrada vaječných ţloutků a tuku 
 
Směsi pro přípravu omáček, polévek, 
konzervované krémové polévky, omáčky, 
dehydratované polévky, omáčky, dresinky, jídla 
do mikrovlnky, jídla s nízkým obsahem tuku 
Emulgátor, vazba vody, lepší konzistence Výrobky z mletého masa 
Nutriční, texturní funkce, stabilita při 
zmrazování / rozmrazování, pouţitelnost 
v mikrovlnné troubě 
Makarony, těstoviny, imitace těstovin 
Dodání pevné, pruţné, ţvýkavé struktury, 
vazba vody, emulgátor 
Karamely 
Tvorba pěny, vysoká tepelná stabilita, 
vylepšení chuti a hnědé barvy 
Marshmallow, nugát 
Vliv na šlehatelnost, hustotu, texturu Zmrzlina, mraţené dezerty 
Šlehatelnost, filmotvorná látka, emulgátor, 
zlepšení hustoty a chuti 
Šlehané pěny, instantní pudinky, topingy 
Bělidlo, mléčná chuť, zlepšení chuti, 
emulgátor, stabilizátor, regulátor viskozity, 
stabilita při zmrazování/rozmrazování, 
náhrada vaječných ţloutků a tuku 
Směsi pro přípravu omáček, polévek, 
konzervované krémové polévky, omáčky, 
dehydratované polévky, omáčky, dresinky, jídla 
do mikrovlnky, jídla s nízkým obsahem tuku 
Nutriční význam Speciální výţivové preparáty pro nemocné, 
rekonvalescenty, lidi drţící dietu, sportovce, 
astronauty, 
kojenecká strava, nitroţilní výţiva 
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Nepotravinářské (technické) aplikace 
Kasein se jiţ od počátku 19. století pouţíval při výrobě velkého mnoţství technických 
produktů. [19] 
Adheziva 
Vysoký obsah polárních skupin ovlivňuje dobrou adhezi kaseinátů na různé podklady 
(dřevo, sklo, papír). Lepidla vyráběná z kaseinu mají vyuţití i dnes, hlavně při práci se 
dřevem. Po uschnutí mají středně vysokou pevnost a jsou odolné vůči vodě a vlhké atmosféře. 
[19] 
Aditiva 
Vzhledem ke své amfipatické struktuře se kaseiny často pouţívají jako emulgátory nebo 
stabilizátory. Např. v barvách na vodní bázi, do betonu a cementu, do kosmetických přípravků 
a dalších průmyslových produktů. [19] 
 
Textilní vlákna 
Syntetická vlákna z kaseinu jsou podobná ovčí vlně. Jejich uţití je však omezené, nemají 
takovou sílu. Po namočení navíc ztrácí svou pevnost a poddajnost. [20] 
 
Nátěrové látky a klížidla 
Kaseinovými barvami lze natírat nejrůznější pevné povrchy včetně dřeva a omítek. [20] 
Kasein můţe slouţit jako pojivo pro krycí materiál, coţ je většinou směs minerálních látek, 
která se nanáší v tenké vrstvě na určitý povrch. V papírenství se kasein uţívá jako klíh pro 
velmi kvalitní lesklé papíry. Dále měl vyuţití k impregnaci textilních tkanin a apretaci kůţe. 
[19] 
 
Potahové filmy 
Kaseinové filmy se dají pouţívat jako obalové materiály. Přispívají k tomu hlavně 
vlastnosti jako průsvitnost, biologická odbouratelnost a výhodné technické vlastnosti. K 
nevýhodám těchto materiálů patří omezené mechanické vlastnosti a citlivost k vodě a vodní 
páře, tyto nedostatky se však dají překonat přidáním změkčovadel. Hydrofilní kaseinové 
filmy jsou účinnou bariérou pro nepolární látky jako kyslík, oxid uhličitý nebo aromata. [19] 
Z mléčných proteinů jsou vyráběny jedlé obaly a filmy, které slouţí jako bariéra pro kyslík, 
zamezují ztrátě vlhkosti a aroma, vykazují dobrou pevnost v tahu, jsou pruţné, bez chuti a 
vůně. Příkladem jsou potahy na čerstvém ovoci a zelenině nebo zmraţených potravinách. [21] 
 
Pevné plasty 
Plasty jsou z kaseinu vyráběny plastifikací ve vodě, vytlačováním a následným 
zesíťováním pomocí formaldehydu. Jsou to materiály podobné rohovině, jsou dostupné v 
široké paletě barev a tvarů a jsou příjemné na omak. Jako první se plasty z kaseinu objevily na 
počátku 20. století ve Francii a Německu pod obchodním názvem „Galalit―. V současnosti 
jsou tyto materiály nahrazovány syntetickými polymery s lepšími vlastnostmi. [19]  
24 
 
 2.3 Faktory ovlivňující sloţení mléka  
    Na výsledném sloţení kravského mléka má vliv řada podmínek a faktorů, které jsou buď 
charakteru nenutričního a nebo nutričního.  
 
2.3.1 Nenutriční faktory  
    Dědičné faktory a plemeno mohou ovlinit sloţení mléka prostřednictvím tradičních technik 
šlechtění, ale jsou velmi pomalé a výsledek se projeví aţ po mnoha letech. Na obsah tuku a 
bílkovin v mléce má vliv roční období, který je vyšší během zimních měsíců a nejniţší v létě, 
coţ souvisí s typem dostupné stravy. Dalším nenutričním faktorem, jeţ ovlivňuje sloţení 
mléka je stádium laktace, kdy koncentrace mléčných sloţek je nejvyšší během časné a pozdní 
fáze laktace. S rostoucím věkem dojnice postupně nastává redukce bílkovin v mléce, obsah 
tuků zůstává přibliţně stejný.  
    Pokud kráva onemocní zánětlivým onemocněním vemene, tzv mastitidou, obvykle se 
sniţuje obsah tuku a kaseinů, naopak vzrůstá mnoţství sérových proteinů v mléce. [22,23] 
 
2.3.2 Nutriční faktory 
Výţiva představuje nejefektivnější způsob, jak dosáhnout rychlé změny ve sloţení mléka. 
Téměř všechny sloţky mléka se tímto způsobem dají ovlivnit. Ke změně skladby mléka 
dochází, pokud jsou do výţivy dojnic zahrnuty poţadované ţiviny, ty jsou absorbovány a 
transportovány do mléčné ţlázy a následně vylučovány do mléka. [24,25] 
Ze sloţek mléka reaguje na stravu nejvíce mléčný tuk, jeho obsah můţe být změněn aţ o 3 
%. Proteiny mléka jsou výţivou ovlivněny méně, v rozmezí okolo 0,5 %, nejméně 
ovlivnitelný je obsah laktózy. Změny sloţení nemusí však být vţdy zřetelné a nemusí platit, 
ţe při zkrmování vyššího mnoţství určité ţiviny se následně zvýší její vylučování do mléka a 
vzroste tak její koncentrace. [22,24,25] 
 
 
Příjem bílkovin ve stravě 
Výţiva dojnic můţe ovlivnit jak výtěţek proteinů, tak i jejich obsah (procento). Změny 
výţivy mohou často pozitivně ovlivnit výtěţek mléka a proteinu, ale efekt na koncentraci 
proteinu v mléce je opačný. Záměrem je však většinou zvyšovat obsah bílkovin při stejných 
nebo vyšších výtěţcích mléka. [26,29] 
Pro maximalizaci mnoţství mléčných bílkovin je důleţité zvýšit produkci mikrobiálního 
proteinu. Jeho trávením a absorpcí v tenkém střevě vzniká přes 60 % aminokyselin 
potřebných pro tvorbu bílkovin v mléce. To znamená zprostředkovat dobře stravitelná 
krmiva, co nejvíce zvýšit příjem sušiny, poskytnout v přiměřeném mnoţství rozpustný a 
odbouratelný protein a synchronizovat v bachoru dostupné sacharidy a proteiny. [23,27] 
Dalším zdrojem aminokyselin poţadovaných k syntéze bílkovin mléka je neodbouratelný 
protein. Je to mnoţství bílkovin přijatých v krmivu, které nejsou v bachoru odbourávány a 
postupují do tenkého střeva. Podle druhu krmiva se mnoţství nedegradovatelného proteinu 
liší. Mikrobiální a neodbouratelný protein tvoří dohromady tzv. vyuţitelný protein, který 
zásobuje dojnici potřebnými bílkovinami. 70 – 80 % vyuţitelného proteinu má mikrobiální 
původ, zbývajících 20 – 30 % potom představuje neodbouratelný protein z krmiva. Při příjmu 
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nadbytku proteinů, které nejsou odbouratelné, hrozí riziko poklesu syntézy mléčných 
bílkovin. [26,27] 
Základem mnoha studií jak podpořit výtěţek nebo koncentraci mléčných bílkovin je 
zásobení mléčné ţlázy větším mnoţstvím aminokyselin nebo změna jejich profilu tak, aby 
bylo k dispozici více esenciálních a limitujících aminokyselin. [29] 
Pro syntézu bílkovin z aminokyselin je dále velmi významná energetická sloţka krmiva. 
Nedostatek energie vede k poklesu výtěţku mléka i obsahu bílkovin. Naopak zvýšením 
energie krmných dávek můţe být dosaţeno i větší koncentrace mléčných proteinů. Nejlépe 
působí na mléčné proteiny energie dodaná ve formě sacharidů (vláknina, škrob) nebo látek 
schopných zvýšit hladinu krevního cukru. Škrob je obsaţen zejména v obilných zrnech. Míra 
uvolněné energie v bachoru závisí na způsobu jeho zpracování. Větší obsah škrobu ve stravě 
by měl zvyšovat koncentraci bílkovin a sniţovat mléčný tuk. [28, 29,39] 
Příjem energie se dá ovlivnit i úpravou poměru píce ke koncentrátu. [22]  
 
 
Řepka olejná  
Semena řepky olejné jsou bohaté na nenasycené mastné kyseliny. Nenasycené mastné 
kyseliny mají schopnost přecházet přes zaţívací trakt dojnic aţ do jejich mléka. Jedna ze 
součástí tvořících tuk řepkového semene je kyselina olejová, ta je současně zodpovědná za to, 
ţe máslo takto krmených krav je roztíratelné i za niţší teploty. [30] 
Výzkumníci zjistili, ţe čím více řepkového semene krmí, tím více se mění sloţení 
dojeného mléka. Krávy krmené jedním kg řepkového semene denně dojí mléko, které má o 35 
% kyseliny olejové více a o 26 % méně kyseliny palmitové, ve srovnání s mlékem běţně 
krmených dojnic. Řepkové semeno se musí dojnicím dávat do krmné dávky rozmačkané ve 
formě pelet (pokrutin), protoţe pokud by se jim dalo seţrat celé, prošlo by traktem téměř bez 
uţitku. [30] 
 
 
Sója 
Jako zdroj bílkovin se běţně pouţívají krmiva na bázi sóji. Kromě toho, ţe je sója 
výborným zdrojem proteinů, vlákniny a mnoha stopových prvků, má také významný obsah 
isoflavonů. Sójové boby se často termicky upravují (nejefektivnější je extruze), aby došlo k 
odstranění vlhkosti a neţádoucích antinutričních látek. Současně se také zvýší obsah proteinu, 
který není v bachoru degradován a tím se umoţní jeho větší vyuţití. [31,32]  
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2.4 Stanovení kaseinů kapilární elektroforézou 
 
2.4.1 Princip kapilární elektroforézy 
Kapilární elektroforéza je metoda slouţící k analýze čí mikropreparaci látek vzájemně od 
sebe oddělených účinkem elektrického pole během elektromigrace vzorku v roztoku. [33]  
Vyuţívá vnitřního průměru kapilár 20 – 200 µm vedoucího k vysoké efektivitě separací 
velkých i malých molekul. Tyto separace jsou usnadněny pouţitím vysokého elektrického 
napětí, které můţe generovat elektroosmotický a elektroforetický tok roztoků pufru a 
iontových částic uvnitř kapiláry. Elektrická odolnost kapiláry umoţňuje aplikaci velmi 
vysokého elektrického pole a tím krátkou dobu analýzy s vysokou efektivností a rozlišením. 
[34,35] 
Podle způsobu provedení rozlišujeme čtyři základní varianty kapilární elektroforézy. Jsou 
to kapilární elektroforéza ve volné kapiláře neboli kapilární zónová elektroforéza, kapilární 
gelová elektroforéza, micelární elektrokinetická chromatografie a kapilární isoelektrická 
fokusace. 
 
 
2.4.1.1 Elektroforetická pohyblivost  
Kaţdá volná elektricky nabitá částice se v elektrickém poli pohybuje ve směru daném 
znaménkem jeho náboje a orientací pole. Rychlost tohoto pohybu je závislá na náboji částice 
a na odporu prostředí. Tuto vlastnost popisuje veličina zvaná elektroforetická mobilita 
(pohyblivost), která vyjadřuje rychlost pohybu iontu v jednotkovém elektrickém poli. 
 
Rychlost iontu můţe být vyjádřena vztahem:  
 = e x E, 
kde  je rychlost iontu, e je elektroforetická mobilita a E je intenzita aplikovaného 
elektrického pole.  
 
Elektroforetická mobilita iontu je dána vztahem: 
e =  / E = q / 6   r, 
kde q je náboj iontu,  je viskozita roztoku a r je poloměr iontu. [35]. 
 
 
2.4.1.2 Elektroosmotický tok (Electro Osmotic Flow – EOF) 
Základní sloţkou CE procesu je elektroosmóza a nebo EOF. Elektroosmóza vzniká z 
důsledku styku kapalného roztoku na vnitřním povrchu kapiláry s pevnou stěnou kapiláry. 
EOF je tok kapaliny uvnitř kapiláry a je následkem povrchového náboje na vnitřní stěně 
kapiláry. [35,36] 
Ionizací plochy nebo absorpcí iontových sloučenin na plochu kapiláry dochází k vytvoření 
negativních nábojů. Pro křemennou kapiláru jsou pravděpodobné oba procesy vzniku 
negativních nábojů, ačkoliv ionizace silanolových skupin SiOH na iontovou formu SiO- při 
vyšších hodnotách pH převládá. Neiontové materiály jako je teflon si pravděpodobně 
negativní náboj na vnitřní stěně kapiláry vytvoří absorpcí aniontů z elektrolytu. [36] 
Aby byla zachována elektroneutralita, shromaţďují se u těchto záporně nabitých skupin 
kationty z elektrolytu a tím vzniká elektrická dvojvrstva (obr. 3). Její pevná část, zvaná 
Sternova vrstva, je tvořena vnitřní stěnou kapiláry a většinou bývá nabita plošným 
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elektrickým nábojem, který je „přilepen― na stěně, a proto je nepohyblivý. Kompenzován je 
vrstvičkou, asi 10 nm silnou, opačného náboje v kapalné části dvojvrstvy, která se v 
elektrickém poli můţe pohybovat. Ke katodě jsou přitahovány kationty druhé části dvojvrsty 
tzv. difúzní vrstvy. Jelikoţ jsou tyto kationty solvatovány, jejich pohyb vyvolá tok celého 
roztoku v kapiláře. [36] 
 
Velikost EOF můţe být vyjádřena jako rychlost nebo jako mobilita: 
 
EOF = (   / ) E 
EOF = (   / ), 
kde EOF je rychlost elektroosmotického toku, EOF je elektroforetická mobilita 
elektroosmotického toku,  je dielektrická konstanta a  je zeta potenciál. [35] 
 
Zeta potenciál je potenciálový rozdíl mezi Sternovou vrstvou a nábojem kapiláry. 
Poněvadţ je silně závislý na pH, i velikost EOF se mění s pH. Pod pH 4 je disociace malá a 
EOF není významný, nad pH 9 jsou silanolové skupiny plně disociovány a EOF je nejsilnější. 
[35] 
 
 
Obr. 3: Distribuce náboje v kapiláře [35] 
 
Unikátní znak EOF, rovný profil toku, je velmi významný, protoţe nepřispívá přímo k 
disperzi zón. Další vlastností EOF je skutečnost, ţe způsobuje pohyb všech částic, bez ohledu 
na jejich náboj a velikost, ve stejném směru. Za normálních okolností (tj. záporně nabitý 
povrch kapiláry) se analyty pohybují od anody ke katodě. Kationty migrují nejrychleji, 
poněvadţ elektroforetická přitaţlivost směrem ke katodě a EOF jsou ve shodném směru. 
Všechny neutrální látky putují rychlostí EOF a nejsou od sebe separovány. Anionty migrují 
nejpomaleji, protoţe jsou přitahovány k anodě, ale díky vysokému EOF putují ke katodě (obr. 
4). [35] 
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Obr. 4: EOF v CZE [36] 
Elektroosmózu lze ovlivnit sloţením roztoku, zejména přídavky nepatrných koncentrací 
povrchově aktivních látek (tenzidů), které pokryjí vnitřní povrch kapiláry a změní rychlost, 
popřípadě i směr toku. Elektroosmotický tok sám o sobě analyzované ionty nedělí, pouze 
čerpá roztok elektrolytu z jedné nádobky do druhé. [37] 
 
2.4.2 Instrumentace 
Zařízení pro všechny módy CE se skládá ze zdroje vysokého napětí, který je připojen na 
elektrody zavedené do rezervoárů základního elektrolytu (BGE – back ground electrolyte), 
separační kapiláry, jejíţ konce jsou ponořeny do rezervoárů BGE, dávkovacího zařízení  
detektoru a zapisovače (dnes většinou počítač) (obr. 5). Komerčně vybavené přístroje jsou 
pak dodatečně vybavené automatickými dávkovači dovolující sériové analýzy a 
termostatování separační kapiláry. Dávkování analytu je provedeno pomocí náhrady 
rezervoáru BGE za rezervoár se vzorkem. [34] 
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Obr. 5 : Schéma zařízení pro kapilární elektroforézu [34] 
 
 
Zdroj vysokého napětí 
 Jako zdroje napětí slouţí v CE stejnosměrné vysokonapěťové zdroje v rozsahu od 0 do  
30 kV. Vyšší napětí nemá praktický význam, i kdyţ by mohlo teoreticky vést ke zkrácení 
doby analýzy. [35] 
 
 
2.4.2.2 Separační kapilára 
 CE se obvykle provádí v křemenné kapiláře, která je z důvodu lepší mechanické pevnosti 
pokryta tenkou vrstvou polyimidu. Typický vnitřní průměr se pohybuje v rozmezí 50 – 75 
µm, můţeme se však setkat i s kapilárami o vnitřním průměru 5 –300 µm. Kapiláry můţou 
být různě dlouhé. Celkovou délku kapiláry označujeme lt, dále definujeme tzv. efektivní délku 
kapiláry, ls, coţ je délka od nástřiku vzorku po detekční celu. V místě detekční cely je třeba 
vrstvu polyamidu odstranit a vytvořit tzv. detekční okénko. [33] 
 
 
2.4.2.3 Dávkování vzorku 
Nejběţněji pouţívaným dávkováním je dávkování hydrodynamickým tokem a dávkování 
elektromigrační. Dávkování hydrodynamickým tokem spočívá buď ve vyuţití sifonového 
efektu, vytvoření tlakového gradientu v kapiláře nebo nadávkování pomocí vakua. [33] 
Dávkování elektromigrační je zaloţeno na aplikaci dávkovacího napětí po stanovenou 
dobu na mikrozkumavku se vzorkem. Poté je mikrozkumavka se vzorkem nahrazena 
elektrodovou nádobkou a zahájí se separace. [33] 
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2.4.2.4 Detekce 
Nejběţněji pouţívané metody detekce v CE jsou UV-VIS absorbance, flourescence, 
laserem indukovaná fluorescence a hmotnostní spektrometrie. Nejčastější pouţití má UV-VIS 
detekce v „online― uspořádání, tedy analytický signál je získáván přímo na kapiláře. [36] 
 
 
2.4.2.5 Kontrola teploty 
Jak objem injektovaného vzorku, tak mobilita vzorku jsou silně závislé na teplotě. Teploty 
se obvykle pohybují v rozmezí 20-50 °C. Některá zařízení také nabízí moţnost chlazených 
automatických dávkovačů, které mohou být výhodné při analýze vzorků citlivých na teplotu. 
[36] 
 
 
2.4.3 Kapilární zónová elektroforéza (CZE ) 
Je nejjednodušší a zároveň i nejrozšířenější formou CE. Separace analytů je provedena v 
kapiláře o malém vnitřním průměru bez speciální úpravy za pouţití jednoho základního 
elektrolytu, který zajišťuje dostatečnou elektrickou vodivost v celém systému, čímţ se 
dosáhne v celé separační kapiláře konstantního elektrického pole. Jednotlivé zóny, které jsou 
tvořeny analyty se stejnou elektroforetickou mobilitou, jsou od sebe oddělené a migrují 
různou konstantní rychlostí, takţe se v průběhu separace od sebe stále více vzdalují. Separace 
je optimalizována výběrem elektroforetického systému s vhodným pH, iontovou sílou a 
sloţením. [35] 
 
 
2.4.4 Metody kapilární elektroforézy pro stanovení kaseinů 
 
Rok 1993 
De Jong et al. pouţili pro stanovení mléčných bílkovin hydrofilně pokrytou křemennou 
kapiláru (57 cm x 50 µm i.d.) a 10 mM fosfátový nebo citrátový pufr o nízkém pH (2,5 – 3) s 
obsahem 6 M močoviny a methylhydroxyethylcelulosy. Tato kombinace zabránila adsorpci 
proteinů na záporně nabitý povrch kapilární stěny a umoţnila tak dobrou separaci všech 
hlavních mléčných proteinů. Kaseinové micely byly narušeny dithiothreitolem přidaným do 
vzorkovacího pufru a jejich opětovné tvorbě při elektroforéze bránila močovina v základním 
elektrolytu. Analýza se uskutečnila při teplotě 45 °C, napětí 20 nebo 25 kV. Vzorky byly 
vstřikovány tlakem a UV detekce probíhala při 214 nm. [38] 
 
Rok 1994 
Chen a Tusak separovaly mléčné proteiny za méně neţ 10 minut pouţitím 0,25 M 
borátového pufru s pH 10. Separace probíhala v nepokryté křemenné kapiláře (25 cm x 20 µm 
i.d.), při teplotě 23 °C a napětí 10 kV. Vzorky byly dávkovány hydrodynamicky a detekovány 
při 200 nm. Mezi jednotlivými analýzami byla kapilára promývána sekvencí 1 M NaOH, 
vody a základního pufru. Pouţitý pufrovací systém o vysoké iontové síle a vysokém pH 
umoţnil eliminovat agregaci kaseinů a současně zvýšil účinnost separace. [39] 
 
Rok 1997 
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Pro separaci proteinů v čerstvém a sušeném mléce byla navrţena rychlá metoda CZE. 
Byla pouţita pokrytá kapilára (50 cm x 50 µm i.d.), separace probíhaly při teplotě 40 °C, 
napětí činilo 20 kV. Jako vzrokovací pufr byl zvolen 0,05 M fosfátový pufr o pH 2,5 s 
přídavkem 4 M močoviny a 0,1 % Tween 20. Vzorek byl dávkován hydrodynamicky a 
detekován při 214 nm. Píky kaseinů v rehydratovaném mléce se jevily širší, byly v porovnání 
s čerstvým mlékem hůře rozdělené. Přestoţe mají kaseiny vysokou tepelnou stabilitu, 
pozměnil se v důsledku tepelného zpracování u sušeného mléka vzhled elektroferogramu. 
[40]  
 
Otte et al. separoval pomocí CZE nejen jednotlivé kaseiny a některé jejich genetické 
varianty, ale také hlavní produkty hydrolýzy kaseinu v sýrech. Pouţíval buď hydrofilně 
pokrytou kapiláru (43 cm x 50 µm i.d.) nebo nepokrytou kapiláru (60 cm x 50 µm i.d.). 
Vzorky byly rozpuštěny ve fosfátovém pufru o pH 8 s obsahem 8 M močoviny a 10 mM 
dithioerythritol (DTE). Základní elektrolyt obsahoval 10 mM dihydrogenfosforečnan sodný, 6 
M močovinu a 0,05 % hydroxypropylmethylcelulosu (HPMC). Hodnota pH pufru byla 2,5. 
Vzorky byly dávkovány hydrodynamicky, separovány při konstantním napětí 14 kV a 
detekovány při 214 nm. [41] 
 
Rok 1998 
Další metoda kapilární elektroforézy pro stanovení mléčných proteinů byla zaloţená na 
principu micelární elektrokinetické chromatografie. Před analýzou byly vzorky denaturovány 
účinkem dodecylsulfátu sodného (SDS) a dithiothreitolu (DTT) a rozpad kaseinových micel 
byl podpořen zahřátím na 100°C po dobu 3 minut. Nejlepších separací bylo dosaţeno 
pouţitím 3 mM borátového pufru (pH 9,5), ke kterému byl přidán SDS s kritickou micelární 
koncentrací cmc = 8,2 mM. Dělení proteinů bylo provedeno v nepokryté kapiláře (27 cm x 20 
µm i.d.) při 20 °C a separačním napětí 30 kV, detekce při vlnové délce 214 nm. [42] 
 
Rok 1999 
Molina, Martín-Álvarez a Ramos pouţili techniku kapilární elektroforézy pro analýzu 
kaseinových frakcí ve směsích kravského, kozího a ovčího mléka. Ze směsí mléka byl 
působením HCl při pH 4,6 izolován kasein. Pouţívala se hydrofilně pokrytá kapilára (57 cm x 
50 µm i.d.) a aplikované napětí bylo 25 kV. Elektrolyt měl pH 3 a skládal se z 0,32 M 
kyseliny citrónové, 20 mM citrátu sodného, 6 M močoviny a 0,05 % MHEC. Detekce 
probíhala při 214 nm. Procentuální sloţení směsi mléka bylo zjišťováno pomocí multivariační 
regresní analýzy. Prostřednictvím uvedené techniky lze předpovědět sloţení směsí mléka 
několika druhů a případně zjistit podvodné přidávání kravského mléka do mlék jiných druhů 
kvůli niţší ceně. [43] 
 
Rok 2001 
Skupina vědců ze Španělska a Německa se pokusila rozvinout rychlou metodu CE pro 
souběţné stanovení syrovátkových proteinů, kaseinů a jejich degradačních produktů v mléce a 
mléčných produktech. Separace probíhala v hydrofilně pokryté křemenné kapiláře (60 cm x 
50 µm i.d.), při napětí 25 nebo 30 kV. Hydrodynamicky dávkované vzorky byly detekovány 
při 214 nm. Do vzorkovacího pufru o pH 8,5 byl pouţit 167 mM 
tris(hydroxymethyl)aminomethan, 42 mM 3-morfolino-propansulfonová kyselina, 67 mM 
disodná sůl kyseliny ethylen-dinitrilotetraoctové, 17 mM DTT, 8 M močovina a 0,5 g/l 
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MHEC. Elektrolyt byl tvořen roztokem kyseliny citronové a citrátu trisodného v močovině o 
různé koncentraci a pH. Pro kvantitativní analýzu se jako nejlepší jevil pufr s 4,8 M 
močovinou o pH 2,3 a napětí 25 kV. [44] 
 
Rok 2003 
V tomto roce se pokusil vědecký tým ze Španělska optimalizovat podmínky pro dělení 
kaseinů kravského mléka. Na směsi proteinů se testovaly různé parametry pro pH pufru, 
napětí a koncentraci polymerního aditiva. Nejoptimálnější separace probíhala při uţití 50 mM 
fosfátového pufru s obsahem 6 M močoviny a 0,05 % HPMC, pH 3, napětí 18,5 kV a teplotě 
23 °C. Vzorky kaseinu byly rozpuštěny ve vzorkovacím pufru s přídavkem 8 M močoviny a 
10 mM DTT o pH 8. Byla pouţívána křemenná kapilára (57 cm x 50 µm i.d.). Vzorky byly 
vstřikovány hydrodynamicky a detekovány při 214 nm. [45] 
 
Rok 2007 
Vědecká skupina Manso, Miguel a López-Fandiño pouţili  kapilární zónovou 
elektroforézu pro separaci lidských mléčných proteinů v křemenné kapiláře (60 cm x 50 μm 
i.d.). Vzorek byl rozpuštěn v pufru obsahující morfolino-propansulfonovou kyselinu, Tris, 
EDTA, DTT, močovinu. Separace byly provedeny za teploty 45 oC, s napětím pobybujícím se 
od 0 aţ do 30 kV po dobu 3 min., následovala aplikace napětí 30 kV. Zakladní pufr obsahoval 
0,19 M kyselinu citrónovou a 20 mM citrát sodný v 6 M močovině, obsahující 0,05 %. pH 
bylo upraveno na hodnotu 2,3. Před separací byla kapilára 6 min. promývána základním 
elektrolytem. Absorbance byla monitorována při 214 nm. Analýza trvala 42 min. [46] 
 
Rok 2008 
Kapilární zónová elektroforéza byla také vyuţita pro analýzu α-lactalbuminu, β-
lactoglobulinu, α -CN, κ- CN and β-CN v kravském mléce. Redukční pufr obsahoval 167 mM 
Tris, 42 mM 3-morfolino-propansulfonová kyselina, 67 mM EDTA, 17 mM DTT, 6 M 
močovinu s 0,05 % metylhydroxyethylcelulosy. Základní elektrolyt obsahoval 0,19 mM 
citrónovou kyselinu, 20 mM citrát sodný, 6 M močovinu s 0,05 % 
metylhydroxyetylcelulosou. Byla pouţita křemenná kapilára (57 cm × 50 μm i.d.) Separace 
probíhaly při 45 oC s lineárním gradientem napětí od 0 do 25 kV po dobu 3 min., následně 
bylo napětí nastaveno na 25 kV. Metoda byla nejprve testována na 6 standardech, po 
optimalizaci bylo analyzováno 103 serií po 20 vzorcích mléka Holštýnských krav. [47]  
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3. EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 
 
3. 1 Přístroje a pomůcky 
3.1.1 Pouţívané přístroje 
 analytické váhy AND GR-202-EC s citlivostí 0,1 mg, A&D Instruments Company LTD, 
Tokyo, Japonsko 
 pH/mV/ion metr MPH 372, Monokrystaly s.r.o., Turnov, Česká republika 
 kombinovaná pH elektroda, typ 01-29 a typ 01-33, Monokrystaly s.r.o., Turnov, Česká 
republika 
 Separace a analýza vzorků byla provedena automatizovaným systémem PrinCE 
Autosampler ve spojení s UV detektorem: 
 PrinCE 460 Autosampler - programovatelný vstřikovač pro kapilární elektroforézu, verze 
0.3, PrinCE Technologies B.V., Emmen, Nizozemí 
 nízkotlaký dávkovač vzorku 50 – 2000 mBar (5 – 200 kPa) 
 spektrofotometrický UV/VIS detektor Spectra SYSTEM UV2000 s deuteriovou a 
wolframovou lampou, Thermo Separation Products Inc., San Jose, USA 
 křemenná kapilára nepokrytá, celková délka 96 cm, efektivní délka 71 cm, vnitřní průměr 
50 μm MicroSolv Technology Corporation, Long Branch, NJ, USA 
 křemenná kapilára celková kapilára 125cm, efektivni délka 100 cm, vnitřní průměr 50 μm 
MicroSolv Technology Corporation, Long Branch, NJ, USA 
 softwarové vybavení: 
WinPrinCE, verze 6.0, Windows PC control for PrinCE, PrinCE Technologies B.V., Emmen, 
Nizozemí 
CSW - chromatografická stanice pro Windows, verze 1.7, DataApex, s.r.o., Praha, Česká 
republika 
 
3.1.2 Pouţívané pomůcky 
 klasické laboratorní sklo a pomůcky 
 vialky 0,5 ml, 4 ml, Supelco/Sigma-Aldrich, Bellefonte, PA, USA 
 jednorázové mikrofiltry Minisart RC s regenerovanou celulosovou membránou, průměr 
17 mm, velikost pórů 0,45 µm, Sartorius AG, Goettingen, Německo 
 mikropipeta Biohit 20 – 200 μl, 100 – 1000 μl, Biohit Proline, Helsinky, Finsko 
 injekční stříkačky LUER – 2, 5, 10 ml, Chirana T. Injecta, a.s., Stará Turá, Slovensko 
 mikrostříkačka Hamilton 100 μl, HAMILTON COMPANY, Reno, NV, USA 
 selektivní indikátorové papírky pH 3,9 – 5,4, Lach-Ner, s.r.o., Neratovice, Česká 
republika 
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3.1.3 Chemikálie a vzorky 
 destilovaná voda 
 voda pro HPLC 
 αS-kasein z kravského mléka, 70 %, Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, Německo 
 β-kasein z kravského mléka, 90 %, Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, Německo 
 κ-kasein z kravského mléka, 80 %, Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, Německo 
 dihydrogenfosforečnan sodný, Lachema, s.p., Brno, Česká republika 
 močovina, 99,5 % p.a., Lachema, s.p., Brno, Česká republika 
 hydroxypropyl-methyl-celulosa, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Německo 
 kyselina orthofosforečná, 85 %, Lachema, a.s., Neratovice, Česká republika 
 hydroxid sodný, Lachema, s.p., Brno, Česká republika 
 DL-dithiothreitol, 99 %, Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, Německo 
 kyselina octová, 99,8 % p.a., Lach-Ner, s.r.o., Neratovice, Česká republika 
 dichlormetan, Lachema, s.p., Brno, Česká republika  
 mesityloxid, Fluka Chemie AG, Buchs, Švýcarsko 
 TRIS (Tris(hydroxymethyl)aminomethan, SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg, 
Německo 
 kyselina chlorovodíková, 35 %, Lachema, a.s., Neratovice, Česká republika 
 vzorky lyofilizovaného mléka dodal Výzkumný ústav pro chov skotu, s.r.o., Oddělení 
fyziologie výţivy zvířat, pracoviště Pohořelice. 
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3.1.4 Pouţité pracovní postupy 
Příprava roztoků základních elektrolytů 
Jako základní elektrolyt byl zvolen 20 mM fosfátový pufr. Ten byl připraven rozpuštěním 
179,4 mg NaH2PO4.2H2O a 25 mg hydroxypropyl-methyl-celulosy v 37,5 ml 8 M močoviny. 
Pomocí 4 M kyseliny orthofosforečné bylo na pH metru nastaveno pH 2,5 a roztok doplněn 
vodou na objem 50 ml. 
Příprava redukčních pufrů 
Redukční pufr byl připraven rozpuštěním 1,5138 g Trisu v 50 ml vody, dále bylo přidáno 
77,1 mg DTT a 24,024 g močoviny. pH bylo upraveno pomocí koncetrovaní HCl na hodnotu 
8,8. 
Příprava standardních roztoků 
Rozpuštěním standardů jednotlivých kaseinů ve zředěném redukčním pufru (redukční pufr : 
voda = 1 : 1) byly připraveny standardní roztoky o koncentraci 6 mg/ml. 
Před analýzou byly standardní roztoky inkubovány minimálně 1 hodinu při laboratorní teplotě 
a následně filtrovány přes 0,45 μm filtr. 
Isolace kaseinu z testovaných vzorků 
Z jednotlivých reálných vzorků o objemu 10 ml bylo nutné nejprve isolovat kaseiny. 
Vysráţení kaseinů proběhlo při pH 4,6 za pomocí 10 % kyseliny octové. Následovalo 
odstředění při 8500 ot/min. po dobu15 minut. Po té bylo provedeno mechanické odstranění 
viditelného tuku z povrchu a slití syrovátky. K úplnému odstranění tuku bylo k peletu přidáno 
5 ml dichlomethnu a 5 ml vody. Následovala centrifugace 15 minut (8500 ot/min), slití 
syrovátky a opět bylo přidáno 5 ml dichlormetanu a 5 ml vody. Po centrifugaci, která trvala 
opět 15 minut (8500 ot/min), byla syrovátka odlita a pelet byl vyškrabán do popsané 
lyofilizační mističky a dal se lyofilizovat. Lyofilizované vzorky byly poté umístěny do 
označných mikrozkumavek a uchovávány v ledničce. 
Příprava roztoků vzorků 
6 mg izolovaného kaseinu bylo rozpuštěno v 1 ml zředěného redukčního pufru (redukční 
pufr : voda = 1 : 1) a 1 hodinu inkubováno při laboratorní teplotě. Před samotnou analýzou 
byl vzorek přefiltrován přes filtr o porozitě 0,45 μm.  
36 
 
Obecný pracovní postup při analýzách 
Na začátku dne byla kapilára promývána 1 hodinu základním elektrolytem a po skončení 
všech analýz 15 minut HPLC vodou. Víčka vialek byla kaţdý den vyměňována, protoţe 
na nich docházelo ke krystalizaci močoviny ze základního elektrolytu. 
Všechny pouţívané roztoky a vzorky byly filtrovány přes 0,45 μm filtr. Analýzy probíhaly 
při teplotě 30 °C. První analýza v daný den byla vţdy pouze zkušební. 
 
3.1.5 Validační parametry 
Linearita odezvy detektoru a opakovatelnost migračních časů a ploch píku byla prokázána 
v Diplomové práci Lucie Gajdošové. [48] 
 
 
Linearita odezvy detektoru 
 
Na kalibračních přímkách standardů byla ověřena linearita odezvy detektoru. Kalibrační 
závislosti pro 3 různé koncentrace směsného standardu byla ve svém rozsahu téměř lineární. 
Toto bylo potvrzeno i hodnotou korelačního koeficientu, jehoţ hodnota je u αS-CN R
2
 = 
0,9988 a u β-CN R2 = 0,9983. [48] 
 
 
Opakovatelnost 
 Opakovatelnost migračních časů a ploch píků při pouţití nepokryté kapiláry byla 
zhodnocena z 6 po sobě jdoucích nástřiků kaseinu izolovaného z bio mléka. Analýzy byly 
provedeny ve stejném pufru (bez výměny). Směrodatné odchylky byly z daných dat 
vygenerovány v programu Excel.[48] 
 
 
3.1.6 Zvířata, krmení a uspořádání pokusu 
 
Pokus byl proveden na 4 vysokoprodukčních laktujících holštýnských dojnicích (3.-4. 
laktace, 16-46. týden laktace) s obdobnou produkcí mléka (27,3 kg/den, SEM = 1,7).  
Dojnice byly rozděleny do dvou skupin podle mléčné uţitkovosti. Kontrolní skupina byla 
krmena krmnou dávkou s obsahem extrudovaných řepkových pokrutin (R), zatímco 
experimentální skupina byla krmena krmnou dávkou s obsahem extrudované plnotučné sóji 
(S).  
Pokus byl rozdělen do 2 period, kaţdá v délce 42 dní. Kaţdá perioda sestávala z 21 dnů 
přípravného období a 21 dnů experimentálního (odběrového) období.  
Dojnice byly vazně ustájeny v individuálních stáních se zajištěním individuálního příjmu 
krmiva. Dojnice byly krmeny individuálně dvakrát denně (v 6.30 a 16.30 hod.) ad libitum 
krmnou dávkou sloţenou z kukuřičné siláţe, lučního sena a doplňkové krmné směsi. Sloţení 
krmné dávky je uvedeno v tabulce 3. 
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3.1.6.1 Odběry, zpracování vzorků  
 
Během pokusu byl denně sledován příjem krmiv, případné zbytky byly evidovány. Během 
odběrové části kaţdé periody byly odebrány reprezentativní vzorky jednotlivých krmiv a dále 
reprezentativní vzorky zbytků od kaţdé dojnice. U krmiv a zbytků byl proveden organický 
rozbor.  
Dojnice byly dojeny 2x denně (v 7.00 a 17.00 hod.), mléčná uţitkovost byla 
zaznamenávána při kaţdém dojení. V experimentální části kaţdé periody byly 3x týdně 
odebírány vzorky mléka z kaţdého dojení na stanovení obsahu základních sloţek mléka a 
obsahu kaseinových frakcí. Pro stanovení základních sloţek byly odebrány vzorky z ranního a 
večerního mléka, které byly konzervovány 2-bromo-2-nitropropan-1,3-diolem (Bronopolem), 
zchlazeny na 6 °C a analyzovány infračerveným absorpčním analyzátorem (Bentley 
Instruments 2000, Bentley Instruments Inc., USA). Pro stanovení obsahu kaseinových frakcí 
byly odebrané vzorky mléka zamraţeny a při –20 C uchovány do analýz. 
 
 
Tabulka 3: Složení krmné dávky [g/kg sušiny] pro dojnice obsahující buď extrudované 
řepkové pokrutiny (R) nebo extrudovanou plnotučnou sóju (S) 
Sloţka Jednotky R  S  
Kukuřičná siláţ g/kg 465 484 
Luční seno g/kg 79 82 
Doplňková směs g/kg 456 434 
Sloţení doplňkové směsi 
Sušené cukrovarské řízky g/kg 145 153 
Ječmen g/kg 266 294 
Oves g/kg 270 298 
Řepkový olej g/kg 12 – 
Extrudované řepkové pokrutiny g/kg 258 – 
Protex (extrudovaná plnotučná 
sója) 
g/kg – 206 
Premix (suma)
 1
 g/kg 51 51 
1Premix obsahuje [g/kg v doplňkové směsi]: chlorid sodný (NaCl) 6;  
dicalciumfosfát (DCP) 18; mletý vápenec (CaCO3) 16; hydrogenuhličitan sodný  
(NaHCO3) 1; monosodiumfosfát (MSP) 2; magnesiumfosfát (MgP) 2;  
Stopové prvky a vitamíny 6 
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Tabulka 4:. Průměrný denní příjem živin u dojnic krmných krmnou dávkou s obsahem 
extrudovaných řepkových pokrutin (R) nebo s obsahem extrudované plnotučné sóji (S)  
Příjem Jednotky R S SE p 4 
Příjem sušiny kg/d 18.9 18.9 0.28 NS 
PDIN
1 
kg/d 1.5
 
1.6
 
0.03 NS 
PDIE
2 
kg/d 1.6
 
1.7
 
0.01 
NS 
NEL
3 
MJ/d 116 117 1.92 NS 
 
1 protein stravitelný v tenkém střevě kdyţ hladina N fermentovatelného v bachoru je limitující  
2
 protein stravitelný v tenkém střevě kdyţ hladina energie v bachoru je limitující 
3
 netto energie pro laktaci 
4
NS – non-significant, statisticky neprůkazné, *** – p < 0.001 
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4 VÝSLEDKY A DISKUZE 
 
4.1 Volba separačního systému 
Jako základní elektrolyt byl testován 0,1; 0,2 a 0,25 M fosfátový pufr s hodnotou pH 2,5. 
Pro omezení absorpce proteinů na stěnu kapiláry byla u základního elektrolytu pouţita 
kombinace nízkého pH (2,5) a přídavku polymerního aditiva (HPMC). Při této hodnotě pH 
má vnitřní povrch kapiláry v důsledku protonace nulový náboj, coţ redukuje elektrostatické 
interakce s proteiny. Také HPMC pokrývá stěnu kapiláry, čímţ omezuje zbytkový náboj. Za 
těchto podmínek byla adsorpce proteinů na kapiláru do značné míry eliminována.  
Pro separace na obrázcích 6-29 byla pouţívána nepokrytá křemenná kapilára s vnitřním 
průměrem 50 μm a celkové délce 96 cm (efektivní délka 71 cm). Pro další analýzy byla 
pouţita nová kapilára stejného vnitřního průměru, ale celkové délky 125 cm (efektivní délka 
100 cm). 
Při volbě optimálních podmínek byly testováno 5 redukčních pufrů. Byl zvolen ten, ve 
kterém došlo k nejlepšímu rozlišení píků. Dále byla volena doba nástřiku vzorku. Výchozí 
separační napětí bylo ponecháno na 30 kV. Píky byly dobře rozlišitelné, proto bylo toto napětí 
aplikováno i při všech dalších separacích. 
Optimalizace byla testována na standardních roztocích kaseinů.Vybraný separační systém 
byl nejdříve ověřen na jednotlivých standardech, poté na směsném standardu kaseinů. 
 
4.2 Výběr redukčního pufru 
Před CE analýzou byly standardy a vzorky rozpuštěny v redukčním pufru, díky kterému 
došlo k disociaci kaseinů. Koncentrace všech standardů byla připravena 6 mg/ml. 
Standardy kaseinů byly rozpuštěny v pěti redukčních pufrech s různým sloţením a poté 
analyzovány. Sloţení pufrů uvádí tabulka 5. U všech těchto pufrů bylo pomocí koncentrované 
HCl upraveno pH na hodnotu 8,8. (Obr. 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15) 
 
Tabulka 5: Složení redukčních pufrů 
Redukční pufr č.1 
 
0,1 M NaOH + 0,1 M DTT +8 M močovina 
Redukční pufr č.2 
 
0,2 M NaOH + 0,1 M DTT + 8 M močovina 
Redukční pufr č.3 
 
0,25 M Tris + 0,1 M DTT + 8 M močovina 
Redukční pufr č.4 
 
0,25 M Tris + 0,1 M DTT + 8 M močovina, naředěný 
v poměru 1:1 vodou 
Redukční pufr č.5 
 
0,25 M Tris + 0,1 M DTT + 8 M močovina, naředěný 
v poměru 1:1 základním elektrolytem 
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Obr. 6: Standard αS-CN v redukčním pufru č. 1 (0,1 M NaOH + 0,1 M DTT +8 M močovina) 
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Obr. 7: Standard αS-CN v redukčnín pufu č. 2 (0,2 M NaOH + 0,1 M DTT + 8 M močovina) 
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Obr. 8: Standard β-CN v redukčnín pufu č. 2 (0,2 M NaOH + 0,1 M DTT + 8 M močovina) 
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Obr. 9: Standard κ-CN v redukčnín pufu č. 2 (0,2 M NaOH + 0,1 M DTT + 8 M močovina 
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Obr. 10: Standard αS-CN v redukčním pufru č. 3 (0,25 M Tris + 0,1 M DTT+ 8 M močovina) 
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Obr. 11: Standard β – CN v redukčním pufru č. 3 (0,25 M Tris + 0,1 M DTT+ 8 M močovina) 
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Obr. 12: Standard κ-CN v redukčním pufru č. 3 (0,25 M Tris + 0,1 M DTT+ 8 M močovina) 
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Obr. 13: Směsný  standard kaseinů v redukčním pufru č. 3 (0,25 M Tris + 0,1 M DTT+ 8 M 
močovina)  
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Obr. 14: Standard αS-CN v redukčním pufru č. 4 (0,25 M Tris + 0,1 M DTT + 8 M močovina, 
naředěný v poměru 1:1 vodou) 
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Obr. 15: Standard αS-CN v redukčním pufru č. 5 (0,25 M Tris + 0,1 M DTT + 8 M močovina, 
naředěný v poměru 1:1 základním elektrolytem) 
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Jako nejlepší redukční pufr pro analýzy se jevil 0,25 M Tris s 0,10 M DTT a 8 M 
močovinou. Píky byly kvalitní a byly nejuţšího charakteru. Kombinace DTT a močoviny se 
přidávala pro dosaţení rozrušení kaseinových micel. Aby se micely během analýzy opětovně 
netvořily, byla 8 M močovina přidávána i do základního elektrolytu.  
Při naředění redukčního pufru vodou nebo základním elektrolytem se píky velmi 
zmenšily. Při pouţití 0,10 M nebo 0,2 M NaOH změnily píky výrazně charakter.  
Jako nejvhodnějši redukční pufr byl tedy zvolen pufr č.3, který byl následně pouţíván při 
všech dalších analýzách. 
 
4.3 Volba doby nástřiku  
        Byla testována různá doba nástřiku standardu α - CN v redukčním pufru č.1. a to 18 a 30 
s při tlaku 50 mBar. (Obr. 16, 17)   
      Tlak 50 mBar po dobu 0,1  min (nejlépe 6 s) byl pouţit při dávkování všech tří standardů 
kaseinů v redukčním pufru č. 2. (Obr. 18, 19, 20). V tomto pufru na standardu α-CN bylo 
vyzkoušeno aplikovat o polovinu niţší tlak s dobou nástřiku 18 s. (Obr. 21)   
      Při pouţití redukčního pufru č. 3 byl testován nástřik 50 mBar po dobu 12, 18, 24 a 30 s. 
Testováni bylo provedeno na standardu α-CN. (Obr. 22, 23, 24, 25)  
 
 
30 35 40 45 50
time [min.]
  0,0
  2,5
  5,0
  7,5
 10,0
 12,5
 15,0
vo
lt
a
g
e
 [m
V
]
 
Obr.16: Standard αS-CN v redukčním pufru č.1 (0,1 M NaOH + 0,1 M DTT + 8 M močovina) 
 Doba nástřiku 18 s/50 mBar 
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Obr.17: αS-CN v redukčním pufru č.1 (0,1 M NaOH + 0,1 M DTT +8 M močovina) 
Doba nástřiku 30 s/50 mBar 
 
 
 
 
Dávkování 18 s při 50 mBar se jevilo opět jako ideálním nástřikem. Při delší době 
dávkování byly píky méně ostré a širší. 
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Obr.18: Standard αS-CN v redukčním pufu č.2 (0,2 M NaOH + 0,1 M DTT + 8 M močovina) 
 Doba nástřiku vzorku 6 s/50 mBar 
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Obr.19: Standard β-CN v redukčním pufu č.2 (0,2 M NaOH + 0,1 M DTT + 8 M močovina) 
 Doba nástřiku vzorku 6 s/50 mBar 
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Obr.20: Standard κ-CN v redukčním pufu č.2 (0,2 M NaOH + 0,1 M DTT + 8 M močovina) 
 Doba nástřiku vzorku 6 s/50 mBar 
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Obr.21: Standard αS-CN v redukčním pufu č.2 (0,2 M NaOH + 0,1M DTT + 8 M močovina) 
Doba nástřiku vzorku 18 s/25 mBar 
 
 
 
 
Pro analýzy vzorků se jevilo jako nejlepší dávkování vzorku nástřik po dobu 18 s, 
aplikace tlaku 50 mBar. Tento nástřik vzorků se dále pouţíval u všech analýz. 
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Obr.22: Standard αS-CN v redukčním pufru č.3 (0,25 M Tris + 0,1 M DTT + 8 M močovina)  
 Doba nástřiku 12 s/50 mBar 
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Obr.23: Standard αS-CN v redukčním pufru č.3 (0,25 M Tris + 0,1 M DTT + 8 M močovina)  
Doba nástřiku 18 s/ 50 mBar 
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Obr.24: Standard αS-CN v redukčním pufru č.3 (0,25 M Tris + 0,1 M DTT + 8 M močovina)  
 Doba nástřiku 24 s/50 mBar 
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Obr.25: Standard αS-CN v redukčním pufru č.3 (0,25 M Tris + 0,1 M DTT + 8 M močovina)  
 Doba nástřiku 30 s/50 mBar 
 
 
 
 
Při nástřiku 12 s/50 mBar byly píky dobře oddělené, ale velmi malé. Při nástřiku 18 s/50 
mBar byly píky taktéţ dobře oddělené a dosahovaly dobré odezvy. Při nástřiku 24 s/50 mBar 
a 30 s/50 mBar byly píky opět dobře oddělené. Nejoptimálnější odezva byla při dávkování 
18s/50 mBar, proto bylo zvoleno při dalších analýzách. 
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4.4 Volba základního elektrolytu (BGE)   
    Jako základní elektrolyt pro analýzy byly testovány na směsném standardu kaseinů tři 
pufry: 0,1 M BGE, 0,2 M BGE a 0,25 M BGE. Jejich základem byl NaH2PO4.H2O, 0,05 % 
HPMC a 8M močovina. pH všech pufrů bylo upraveno 4M kyselinou ortofosforečnou na 
hodnotu 2,5 (Obr. 26, 27, 28) 
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Obr.26: Směsný standard kaseinů, 0,1 M BGE 
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Obr.27: Směsný standard kaseinů, 0,2 M BGE 
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Obr.28: Směsný standard kaseinů, 0,25 M BGE 
 
 
 
 
Základním elektrolytem pro analýzy byl vybrán 0,2 M BGE. V tomto pufru byly píky 
nejkvalitnější. Avšak stále nedocházelo k lepší separaci kaseinových frakcí. Pík β-CN a κ –
CN nebyly oddělené a tudíţ identifikovatelné. 
 
 
4.5 Volba delší kapiláry 
Jelikoţ stále nedocházelo k oddělení všech základních kaseinový frakcí, byla pro další 
analýzy pouţita nová kapilára celkové délky 125 cm (efektivní délka 100 cm). Tato kapilára 
byla před první analýzou ponechána přes noc naplněná 3 M NaOH. Následující den byla pak 
promývána 1 hod. 0,3 M NaOH, potom 2 hod. vodou a 2 hod. základním elektrolytem.  
Byly testovány všechny standardy kaseinů a následně i směsný standard. (Obr. 29, 30, 31, 
32) 
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Obr.29: Standard αS-CN. 0,2 M BGE 
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Obr. 30: Standard β-CN. 0,2 M BGE 
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Obr.31: Elektroferogram standardu κ-CN. 0,2 M BGE 
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Obr.32: Směsný standard kaseinů. 0,2 M BGE 
 
 Díky prodlouţení délky kapiláry došlo k oddělení všech frakcí kaseinů tak, aby byly 
identifikovatelné a hodnotitelné. Doba analýzy se tímto prodlouţila aţ na 100 min. 
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4.6 Optimalizované separační podmínky 
Pro analýzu kaseinů byly po optimalizaci metody pouţity separační podmínky uvedené v 
tabulce 5.  
 
Tabulka 5: Separační podmínky použité pro analýzu kaseinů 
Základní elektrolyt 0,2 M fosfátový pufr s 8 M močovinou a 0,05 % HPMC, pH 2,5 
Teplota 30 °C 
Dávkování hydrodynamické, 50 mBar, 18 s 
Separační napětí 30 kV 
Proud 45 mA 
Detekce UV detekce při 214 nm 
Sekvence promývání 
mezi analýzami 
při 150 kPa – voda (1 min.); 1M NaOH (3 min.); voda (3 min.); 
základní elektrolyt (5 min.) 
 
 
4.7 Identifikace kaseinů v elektroferogramu 
Po analýze jednotlivých standardů kaseinů a směsném standardu, ve kterém byly tyto 
kaseiny zastoupeny ve stejném poměru, byly identifikovány a určeny jednotlivé varianty a 
formy kaseinů srovnáním s literaturou. [33, 34, 35, 36] 
 
 
 
 
Obr. 33: Elektroferogram standardu αS-kaseinu. Píky: 1 = αS1–kasein; 2 = αS0-kasein 
 
 
αS-CN tvoří dva dominantní píky. Pík č.1 je αS1-CN, za ním následující pík č.2 je další 
fosforylovaný stav αS1-kaseinu – tzv. αS0-CN, který obsahuje o 1 fosfátovou skupinu více. 
Méně výrazné píky před αS1-CN představují αS2-CN (má 4 fosforylované stavy, tj. 10 – 13 
fosfátových zbytků). [41,45] 
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Obr. 34: Elektroferogram standardu β-kaseinu. Píky: 1 = β–CN B; 2 = β–CN A1; 
3 = β–CN A2 
Standard β-CN obsahoval několik genetických variant, převládala forma A1 a A2, menší 
pík před A1 pravděpodobně představuje B variantu. [41,45] 
 
 
Obr.35: Elektroferogram standardu κ-kaseinu. Píky: 1 = κ–CN 
 
κ-kasein tvoří jeden dominantní pík, další menší píky mohou představovat jeho glykoformy. 
[41,45] 
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Obr.36: Elektroferogram směsného standardu αS-, β- a κ-CN (v poměru 1:1:1). 
Píky: 1 = αS1-CN; 2 = αS0-CN; 3 = κ-CN; 4= β-CN B; 5 = β-CN A
1
; 6 = β-CN A2 
 
 
 
Srovnáním s jednotlivými standardy byly určeny píky kaseinů v jejich směsném standardu. 
αS-CN byl identifikován jako skupina píků v časovém rozmezí od 69,72 do 77,51 minut. β-
CN je sloţen ze 3 píků v čase 86,20 aţ 97,07 minut. κ-CN byl identifikován jako jeden hlavní 
pík v čase 80,02 aţ 81,92 minut. 
 
 
4.8 Analýza reálného vzorku 
Nejprve byl připraven vzorek o koncentraci 6 mgl/ml. Odezva κ–CN byla příliš nízká, 
byla tedy pro analýzy zvolena dvojnásobná koncentrace. (Obr. 37) 
Od kaţdé ze čtyř pokusných krav byly analyzovány vzorky kaseinů z počátečního a 
koncového dne 1. a 2. periody. Bylo tedy připraveno a zanalyzováno 16 vzorků o koncentraci 
12 mg/ml. (Obr. 38) 
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Obr.37: Vzorek č.1. Koncentrace 6 mg/ml 
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Obr.38: Vzorek č.1. Koncentrace 12 mg/ml 
 
 
Plochy píků kaseinů jednotlivých vzorků byly odečteny a byla vypočítána jejich 
koncentrace a percentuální zastoupení kaseinů ve vzorcích. Tyto hodnoty byly dále pouţity 
pro výpočet pomocí statistického modelu. 
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V tabulce 6 jsou uvedeny vzorky, které byly analyzovány. Je zde zaznamenán přehled 
uvádějící čím byly v jednotlivých periodách krávy krmeny a číslo dojnice. 
 
Tabulka 6: Číslování vzorků, označení dojnic, podávané krmivo, perioda 
 označení dojnice krmivo perioda 
Vzorek č. 1 I sója 1. 
Vzorek č. 2 I sója 1. 
Vzorek č. 3 I řepka 2. 
Vzorek č. 4 I řepka 2. 
Vzorek č. 5 II řepka 1. 
Vzorek č. 6 II řepka 1. 
Vzorek č. 7 II sója 2. 
Vzorek č. 8 II sója 2. 
Vzorek č. 9 III sója 1. 
Vzorek č. 10 III sója 1. 
Vzorek č. 11 III řepka 2. 
Vzorek č. 12 III řepka 2. 
Vzorek č. 13 IV řepka 1. 
Vzorek č. 14 IV řepka 1. 
Vzorek č. 15 IV sója 2. 
Vzorek č. 16 IV sója 2. 
 
 
V tabulce 7 je jsou zaznamenány plochy píků kaseinů po analýze vzorků CE. 
 
Tabulka 7: Velikost ploch píků jednotlivých kaseinů. 
 αS-CN 
plocha píků [mV.s] 
β–CN 
plocha píků [mV.s] 
κ–CN 
plocha píků [mV.s] 
Vzorek č. 1 440,06 687,72 26,51 
Vzorek č. 2  539,52 893,81 36,17 
Vzorek č. 3 825,42 1191,67 48,64 
Vzorek č. 4 871,96 1130,86 54,00 
Vzorek č. 5 600,05 962,37 34,17 
Vzorek č. 6 639,63 1003,86 34,31 
Vzorek č. 7 543,57 770,91 31,22 
Vzorek č. 8 678,41 970,30 36,98 
Vzorek č. 9 702,01 1055,55 35,70 
Vzorek č. 10 929,04 977,65 32,41 
Vzorek č. 11 437,14 977,27 38,93 
Vzorek č. 12 482,33 1116,73 39,61 
Vzorek č. 13 445,29 863,19 43,00 
Vzorek č. 14 514,10 925,58 33,55 
Vzorek č. 15 355,75 1071,90 25,58 
Vzorek č. 16 608,55 1045,38 40,11 
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V tabulce 8 jsou uvedeny vypočtené koncentrace jednotlivých frakcí kaseinů. 
 
Tabulka 8: Koncentrace jednotlivých kaseinů 
 αS-CN  
c [mg/ml] 
 
β-CN  
c [mg/ml] 
κ-CN  
c [mg/ml] 
Vzorek č. 1 4,05 2,56 0,95 
Vzorek č. 2  4,96 3,32 1,30 
Vzorek č. 3 7,59 4,43 1,75 
Vzorek č. 4 8,02 4,21 1,94 
Vzorek č. 5 5,52 3,58 1,23 
Vzorek č. 6 5,80 3,73 1,23 
Vzorek č. 7 5,00 2,87 1,12 
Vzorek č. 8 6,24 3,61 1,33 
Vzorek č. 9 6,46 3,93 1,28 
Vzorek č. 10 8,54 3,64 1,17 
Vzorek č. 11 4,02 3,63 1,40 
Vzorek č. 12 4,44 4,15 1,42 
Vzorek č. 13 4,09 3,23 1,55 
Vzorek č. 14 4,73 3,44 1,21 
Vzorek č. 15 3,27 3,99 0,92 
Vzorek č. 16 5,60 3,89 1,44 
 
 
V tabulce 9 je uveden percentuální obsah kaseinových frakcí. 
 
Tabulka 9: Percentuální zastoupení kaseinů 
 αS-CN  
[%] 
β–CN 
[%] 
κ–CN 
[%] 
Vzorek č. 1 53,55 33,89 12,62 
Vzorek č. 2  51,76 34,67 13,57 
Vzorek č. 3 55,12 32,18 12,70 
Vzorek č. 4 56,60 29,68 13,71 
Vzorek č. 5 53,44 34,66 11,90 
Vzorek č. 6 54,23 34,40 11,38 
Vzorek č. 7 55,61 31,89 12,49 
Vzorek č. 8 55,82 32,28 11,90 
Vzorek č. 9 55,34 33,65 11,01 
Vzorek č. 10 64,02 27,24 8,74 
Vzorek č. 11 44,40 40,14 15,47 
Vzorek č. 12 44,30 41,47 14,23 
Vzorek č. 13 46,17 36,40 17,44 
Vzorek č. 14 50,42 36,71 12,87 
Vzorek č. 15 40,01 48,74 11,25 
Vzorek č. 16 51,22 35,58 13,20 
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4.9 Statistické vyhodnocení pokusu 
 
Data získaná z pokusu byla analyzována pouţitím GLM postupu SAS/STAT, verze 8 
podle následujícího modelu. 
 
Yijklm =  + Ti + Sj + Ck(Sj) + Pl + Wm (Pl) + ijklm 
 
kde  = celkový průměr, Ti = vliv pokusného faktoru (i = 2), Sj = vliv čtverce (j = 2), Ck(Sj) = 
vliv dojnice uvnitř čtverce (k = 4), Pl = vliv periody (l = 4), Wm (Pl) = vliv týdne uvnitř 
periody (m = 3) a ijklm = reziduální chyba. Pro statistické hodnocení byly pouţity týdenní 
průměry. 
 
 
Dojnice I musela být z důvodu nemoci z výpočtů vyřazena. Vypočtené hodnoty jsou uvedeny 
v tabulkách 10, 11, 12, 13 a 14 
 
 
Tabulka 10: Vliv extrudovaných řepkových pokrutin (R) a extrudované plnotučné sóji (S) v 
krmné dávce dojnic na denní produkci kaseinu. (p < 0.05) 
 produkce kaseinu [kg/d] 
R  0,55 
S  0,66 
 
 
Tabulka 11: Vliv extrudovaných řepkových pokrutin (R) a extrudované plnotučné sóji (S) v 
krmné dávce dojnic na denní produkci kaseinů přepočtené na příjem sušiny. (p < 0.05) 
 produkce kaseinů přepočtená na přijem 
sušiny [kg/kg] 
R  0,03 
S  0,04 
 
Denní produkce kaseinů v pokusné skupině krav byla o 0,11 kg/d vyšší. Při přepočtu na 
příjem sušiny byl tento rozdíl 0,01 kg/kg. 
 
 
Tabulka 12: Vliv extrudovaných řepkových pokrutin (R) a extrudované plnotučné sóji (S) v 
krmné dávce dojnic na percentuální obsah kaseinů v kravském mléce. (p < 0.05) 
 obsah kaseinů [%] 
R  2,39 
S  2,55 
 
V percentuálním vyjádření byl obsah kaseinů v pokusné skupině o 0,16 % vyšší neţ 
v kontrolní skupině. 
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Tabulka 13: Vliv extrudovaných řepkových pokrutin (R) a extrudované plnotučné sóji (S) v 
krmné dávce dojnic na denní produkci jednotlivých kaseinových frakcí. (p < 0.05) 
 αS-CN  
[kg/d] 
β–CN 
[kg/d] 
κ–CN 
[kg/d] 
R  0,26 0,18 0,07 
S  0,36 0,19 0,06 
 
V denní produkci αS-CN došlo v pokusné skupině dojnic k navýšení o 0,10 kg/d, β-CN o 0,01 
kg/d. Pokles v pokusné skupině o 0,01 kg/d byl evidován u κ–CN. 
 
 
Tabulka 14: Vliv extrudovaných řepkových pokrutin (R) a extrudované plnotučné sóji (S) v 
krmné dávce dojnic na percentuální obsah jednotlivých frakcí kaseinů. (p < 0.05) 
 αS-CN  
[%] 
β–CN 
[%] 
κ–CN 
[%] 
R  50,58 31,32 13,72 
S  58,05 35,70 10,63 
 
V percentuálním vyjádření byla v pokusné skupině dojnic produkce αS-CN o 7,47 % a β–CN 
o 4,38 % vyšší. U κ–CN byl zaznamenán pokles o 3,09 %. 
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5 ZÁVĚR 
 
Literární část této práce pojednává o kravském mléce, jeho sloţení a jednotlivých 
komponetech mléka jako jsou lipidy, dusíkaté látky, sacharidy, minerální látky atd. Dále se 
zabývá proteiny kravského mléka, zvláště kaseiny, uvádí klasifikaci a vyuţití jejich produktů 
jako aditiva v mnoha potravinářských i technických aplikacích. Následující část popisuje 
faktory, kterými lze ovlivnit sloţení mléka. Jsou popsány některé nenutriční vlivy, ale hlavně 
vliv výţivy dojnic na skladbu mléka.. V závěru literární rešerše je uveden popis a princip 
kapilární elektroforézy spolu s přehledem metod kapilární elektroforézy uţívaných pro 
stanovení kaseinových frakcí. 
Cílem diplomové práce bylo vypracovat metodu pro stanovení kaseinů v kravském mléce 
za pouţití kapilární zónové elektroforézy jako finální analytické koncovky. 
CZE probíhala na přístroji PrinCE 460 Autosampler ve spojení s UV detektorem. Pro 
analýzy byly pouţity dvě kapiláry s různou délkou. První pouţívanou kapilárou byla 
křemenná kapilára s neupraveným vnitřním povrchem o celkové délce 96 cm, efektivní délce 
71 cm a vnitřním průměru 50 μm. Jelikoţ stále nedocházelo k separaci všech kaseinových 
frakcí, byla zvolena delší kapilára o stejném vnitřním průměru. Její celková délka byla 125 
cm, efektivní délka 100 cm. Analýza se protáhla z 35 na 100 minut, ale došlo k dostatečnému 
rozdělení všech základních frakcí kaseinů. Jako základní elektrolyt pro analýzy byly 
testovány tři roztoky. Dle kvality píků byl jako nejvhodnější vybrán 0,2 M fosfátový pufr s 
obsahem 8 M močoviny a polymerního aditiva HPMC (0,05 %), hodnota pH byla nastavena 
na 2,5.  
Byl proveden také výběr redukčního pufru, volba separačního napětí a doby nástřiku 
vzorku. Z pěti testovaných redukčních pufrů byl zvolen roztok se sloţením 0,25 M Tris; 0,1 
M DTT a 8 M močovina o pH 8,8, který prokázal nejlepší rozrušení kaseinových micel a tím 
přispěl i k nejkvalitnějšímu rozdělení píků. Dále bylo vybráno separační napětí 30 kV a 
nástřik vzorků tlakem 50 mBar po dobu 18 s. Všechny tyto podmínky vedly k dobrému 
oddělení píků hlavních kaseinových frakcí. Migrace probíhala při teplotě 30 °C a pro detekci 
kaseinů byla pouţita vlnová délka 214 nm, tento údaj byl zjištěn v dostupné literatuře. 
Pro zvýšení reprodukovatelnosti stanovení byla kapilára mezi jednotlivými analýzami 
promývána. Sekvenci promývání byla: 1 minutu vodou, 3 minuty hydroxidem sodným, 1 
minutu vodou a 5 minut základním elektrolytem. Na konci kaţdého dne pak byla kapilára 
promývána vodou po dobu 15 minut. 
Optimalizovaný systém byl nejdříve testován na standardních roztocích kaseinů. Podařilo 
se separovat hlavní kaseinové frakce kravského mléka – αS-, β- a κ- kasein.  
Pro analýzy reálných vzorků mléka byla nutná předběţná úprava matrice, která zahrnovala 
izolaci kaseinů. Vzorky mléka byly rozmrazeny při laboratorní teplotě. Kaseiny byly z mléka 
vysráţeny 10 % kyselinou octovou. Ta byla přidávána za stálého míchání aţ do dosaţení pH 
4,6, kdy došlo k precipitaci kaseinů. Sraţenina kaseinů byla dána k centrifugaci a následně 
pro odstranení tuku 2krát promyta roztokem dichlormetanu a poté vodou. Vysráţené kaseiny 
byly dány k lyofilizaci a poté k zamrazení.  
Získaný kasein byl rozpuštěn v redukčním pufru a po hodinové inkubaci při laboratorní 
teplotě analyzován. Identifikace kaseinů byla provedena na základě srovnání se standardy a 
literaturou. Většina vzorků byla redukována dostatečně a jednotlivé píky byly dobře 
rozlišeny. Bylo analyzováno 16 vzorků mléka pocházejících. od čtyř dojnic rozdělených do 
dvou skupin, u kterých byl sledován vliv výţivy na obsah kaseinů. Pokusná skupina přijímala 
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doplňkové krmivo na bázi extrudované sóji, kontrolní skupina krmivo na bázi řepkových 
pokrutin. Získané hodnoty jsou uvedeny v tabulce 15. 
Tabulka 15: Průměrné produkce a obsahy kaseinů u testovaných dojnic 
 Kontrolní skupina Pokusná skupina 
denní produkce kaseinu 
[kg/den] 
0,55 0,66 
denní produkce kaseinu přepo-
čtená na přijem sušiny [kg/kg] 
0,30 0,40 
obsah kaseinu [%] 2,39 2,55 
denní produkce αS-CN [kg/d] 0,26 0,36 
denní produkce β-CN [kg/d] 0,18 0,19 
denní produkce κ-CN [kg/d] 0,07 0,06 
percentuální obsah αS-CN [%] 50,58 58,05 
percentuální obsah β-CN [%] 31,32 35,70 
percentuální obsah κ-CN [%] 13,72 10,63 
 
Elektroforetické podmínky prezentované v této práci lze dobře vyuţít pro stanovení tří 
hlavních kaseinů kravského mléka – αS- a β- a κ- kaseinu, několika fosforylovaných stavů 
αS-kaseinu a 3 genetických variant β-kaseinu. Analýza trvala cca 100 minut. Izolace kaseinů 
uvedeným způsobem byla pouţitelná pro všechny analyzované vzorky mléka.  
Produkce kaseinů v kontrolní a pokusné skupině dojnic byly odlišné. V pokusné skupině 
krav, krerá byla krmena extrudovanou plnotučnou sójou, byla zjištena vetší produkce 
celkového kaseinu i jednotlivých frakcí kaseinu oproti kontrolní skupině dojnic, krmených 
extrudovanými řepkovými pokrutinami. Ke sníţení došlo pouze v denní produkci κ-CN.  
Podáváním extrudované plnotučné sóji dojnicím tedy došlo k pozitivnímu ovlivnění 
výtěţku i obsahu kaseinů. 
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